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LPS Lipopolisacáridos bacterianos
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MHC Complejo mayor de histocompatibilidad 
NK  células “natural killer”
NL Nódulo linfático
PBMC  Células mononucleares de sangre periférica
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PD-1  Proteina “Muerte celular programada 1”
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PMA Forbol 12-,iristato 13-acetato
rTEM linfocitos residentes de memoria
STAT activador de la transcripción 
TCR Receptor de moléculas T
TGF-b Factor de crecimiento transformante beta
TLR Receptores toll-like
TNFa Factor de necrosis tumoral alfa
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RESUMEN
Introducción
La mucosa oral es una zona primaria de interacción con microorganismos y antígenos, en la que se 
concentran una gran cantidad de células del sistema inmunitario. Está tapizada por un epitelio escamoso 
estratificado que constituye una barrera física entre el medio interior y el exterior. Bajo este epitelio 
escamoso, se encuentran células dendríticas (DCs), localizadas en la lámina propia o intercaladas entre 
células epiteliales (ECs). La población de DCs es muy heterogénea e incluye células de Langerhans y 
otros tipos de DCs mieloides residentes. En la mucosa oral también encontramos una gran cantidad de 
linfocitos, siendo los predominantes los linfocitos T (LT), aunque no se conoce la composición exacta 
de LT en la mucosa, estudios en la encía muestran que más del 80% de los linfocitos son T CD4, casi un 
20% LT CD8 y un 5% son LT intraepiteliales. Y se cree que esta composición es compartida en el resto 
de la mucosa oral. 
En la mucosa oral se articulan importantes mecanismos de defensa y tolerancia en los que destaca el 
papel de las DCs. Las DCs son células centinelas que capturan antígenos y los presentan a los linfocitos, 
habilitando sus propiedades efectoras y condicionando su diferenciación. En concreto, los LT CD4 naïve 
adquieren distintos fenotipos (Th1, Th2, Treg, etc.) gracias a su interacción con las DCs y las señales 
proporcionadas por éstas (coestimulación, citoquinas y presentación antigénica, etc.). Sin embargo, es-
tas señales proporcionadas por DCs están condicionadas por la interacción de la DCs con el entorno. 
En particular, las DCs son capaces de recibir instrucciones y condicionarse por señales recibidas de las 
células epiteliales de la mucosa.
Las células epiteliales de la mucosa son las que primero y más estrechamente interaccionan con 
los microorganismos y antígenos extracelulares, son capaces de secretar gran cantidad de citoquinas y 
quimioquinas en respuesta a estímulos. Pueden secretar citoquinas como el TSLP, que influyen en las 
DCs y determinan cómo éstas condicionan la respuesta inmune adaptativa. Además, otras estudios en 
células epiteliales como las de la mucosa intestinal y del tracto respiratorio, pueden expresar moléculas 
de MHC-I, MHC-II y moléculas coestimuladoras como el ligando de muerte programada (PDL1) en cé-
lulas epiteliales del tracto respiratorio, por lo que las ECs pueden influir directamente sobre la respuesta 
de los linfocitos T. Sin embargo, en conjunto conocemos muy poco sobre el papel activo de las células 
en la inmunidad y cómo condicionan la respuesta y la tolerancia inmunitaria. 
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Objetivos
El objetivo principal de esta tesis es estudiar el papel condicionante de las células epiteliales de 
la mucosa oral en la respuesta inmunitaria.
En concreto nos planteamos 3 objetivos:
1. Estudiar la respuesta de las células epiteliales de la mucosa oral frente a inmunógenos bacte-
rianos 
2. Estudiar la respuesta de células dendríticas condicionadas por células epiteliales y su efecto 
en la diferenciación de LT CD4 naïve.
3. Estudiar la modulación de la respuesta de linfocitos T CD4 por las células epiteliales.
Resultados y conclusiones
En esta tesis hemos utilizado tres tipos de células epiteliales de la mucosa oral, dos líneas epiteliales 
H413 y TR146, procedentes de carcinomas de células escamosas de la mucosa oral, y células epiteliales 
primarias de la mucosa oral, aisladas y cultivadas siguiendo un protocolo optimizado durante el curso de 
esta tesis, consiguiendo mantenerlas viables durante más de ocho días. Como estímulo principal utiliza-
mos una vacuna sublingual utilizada para evitar infecciones del tracto respiratorio, Bactek®, formulada 
con una mezcla de diferentes especies de bacterias inactivadas pero no lisadas: (Staphylococcus aureus 
(15%), S. epidermidis (15%), Streptococcus pneumoniae (60%), Klebsiella pneumoniae (4%), Branha-
mella catarrhalis (3%) and Haemophilus influenzae (3%). 
La respuesta de las células epiteliales frente a Bactek® se estudió analizando marcadores de madu-
ración de células presentadoras de antígenos (CD86, CD80, CD40, CD83, MHC-I y MHCII) y la pro-
ducción de citoquinas.  Todos los marcadores analizados se expresaron en niveles muy bajos, excepto 
CD40, y en presencia de Bactek® no hubo grandes cambios. Sin embargo, el tratamiento de las células 
epiteliales con IFNγ incrementó significativamente los niveles de HLA-DR y MHC-I, siendo el incre-
mento más marcado en las líneas que en las ECs primarias. 
En cuanto a la secreción de citoquinas, medimos por ELISA IL1β, TGFβ, IL6, TNFα, IL8 y TSLP. 
De forma constitutiva las células H413 y TR146 liberaron IL-6, IL-8 y la secreción incrementó en pre-
sencia de Bactek®. En cambio, las ECs orales primarias secretaron, en general, niveles más bajos de ci-
toquinas que las líneas celulares, exceptuando la secreción de TGFβ que fue mayor y que, curiosamente, 
disminuye significativamente tras la exposición de las células a Bactek®. 
También analizamos la expresión génica de las células epiteliales H413 y TR146 en respuesta al 
Bactek®, los resultados obtenidos arrojaron modificaciones en la expresión de componentes de distintas 
vías, sobre todo aquellas que afectan al metabolismo y el cáncer. También mostraron un aumento en la 
expresión génica de citoquinas proinflamatorias como IL1, IL6, TNFα y  TGFβ. 
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En conjunto estos resultados sugieren que las células epiteliales de la mucosa oral responden acti-
vamente a los estímulos y producen citoquinas que pueden modular la respuesta inmunitaria. 
La respuesta de las células dendríticas condicionadas por células epiteliales se estudió bien en co-
cultivos con células epiteliales (DCs+ECs) tratadas o no con Bactek® o bien tratando las DCs en medio 
condicionado de la ECs, consistente en el sobrenadante de células epiteliales cultivadas previamente 
con o sin Bactek®. Esta respuesta se comparó con la de DC cultivadas con tan solo los estímulos (LPS 
y Bactek®). Por una parte se analizaron por citometría de flujo marcadores de maduración (CD86, 
CD80, CD40, MHC-I y HLA-DR) y por otra se midieron las citoquinas resultantes de los cultivos por 
ELISA (IL1β, TNFα, IL12, IL6, IL8, IL10 Y TGFβ). Como se esperaba las DCs tratadas con Bactek® 
incrementaron significativamente todos los marcadores de maduración analizados.  Sin embargo, el 
incremento en la expresión de estos marcadores de maduración fue mucho menor cuando las DCs se 
condicionaron con las ECs, independientemente de la presencia de Bactek®. Este fallo en la maduración 
fue más acusado en los cocultivos de DCs con H413 y ECs primarias. 
Las DCs estimuladas con Bactek® produjeron altos niveles de TNFα, IL12, IL6, e IL10 y fueron 
marginales en DCs sin estimular. En cambio, en los cultivos de DCs con ECs o con medio condicionado 
de ECs se detectaron cantidades significativas IL12, IL6 e IL10 independientemente de la presencia 
de Bactek®. Además, en el cultivo de DCs y ECs primarias los niveles de IL1β, TNFα e IL10 fueron 
mayores que los detectados en la DCs sin condicionar, independientemente de la presencia del estímulo.
En conjunto estos resultados sugieren que el contacto con ECs mantiene a las DCs en un estado de 
semi-maduración, y altera el perfil de citoquinas secretado impidiendo que respondan al mismo nivel.
La diferenciación de LT CD4 naïve mediada por DCs se realizó en presencia y ausencia de ECs 
en los cultivos, se analizó la producción de citoquinas (IFNγ, TNFα, IL6, IL4, TGFβ e IL10) y la ex-
presión de  CD25 (marcador de activación) y FOXP3 (marcador de Treg). Los LT CD4 diferenciados 
en ausencia de ECs produjeron grandes cantidades de IFNγ mientras que en cultivos que han estado en 
presencia de éstas fueron indetectables. Además en los cultivos con DCs y ECs primarias, incrementan 
los niveles de TNFα e IL10. También encontramos que los LT CD4 diferenciados en presencia de las 
líneas epiteliales H413 y TR146 expresaron bajos niveles de CD25. Singularmente, los LT CD4 dife-
renciados en presencia de ECs primarias, expresaron altos niveles de CD25 y encontramos un 19% de 
células FoxP3+.
También estudiamos el condicionamiento de la diferenciación de LT CD4 naïve en ausencia de 
DCs, activando con anti-CD3 y anti-CD28. La diferenciación de los LT CD4 la realizamos cultivando 
los LT CD4 con ECs o con medio condicionado de ECs. Como control utilizamos LT CD4 tratados de 
igual manera pero sin condicionar por la EC.  Para evaluar la respuesta de los LT CD4 medimos IFNγ, 
TNFα, IL2, IL4, TGFβ e IL10 en los distintos cultivos. Las LT CD4 sin condicionar produjeron altos 
niveles de IFNγ y TNFα y estos incrementaron cuando se estimularon con Bactek®. Sin embargo, cuan-
do se cultivaron con ECs no produjeron cantidades significativas de estas citoquinas. Lo inverso ocurrió 
con TGFβ, que incrementó cuando los LT CD4 se activaron en presencia de ECs. Mediante este tipo 
de aproximación también observamos que las células epiteliales son capaces de suprimir la producción 
de IFNγ y TNFα de LT CD4 totales y linfocitos Th1, diferenciados previamente in vitro. Este efecto 
tan solo se observa cuando los linfocitos T CD4 están en contacto con las células epiteliales y es mayor 
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cuando se emplea las líneas celulares H413 y TR146. Además, en los cocultivos con LT CD4 totales 
observamos un aumento de TGFβ.
Estos resultados junto a los obtenidos con las células dendríticas apuntan a que hay una supresión 
en la diferenciación hacia Th1, junto con una inhibición de la respuesta Th1
Para explicar el mecanismo por el que el contacto directo de células epiteliales con LT CD4 suprime 
la producción de IFNγ y TNFα, realizamos distintos experimentos utilizando la línea H413 y LT CD4 
estimulados anti-CD3 y anti-CD28. En primer lugar analizamos el estado de activación de los LT CD4, 
comprobando que tenían niveles reducidos de CD69 y CD25 en comparación con LT CD4 estimulados 
en ausencia de ECs. En este contexto parece que las ECs interfieren en la activación de LT CD4. Tam-
bién observamos que la capacidad proliferativa de los LT CD4 estimulados en cocultivo con células 
epiteliales está disminuida. Sin embargo, las células epiteliales no inducen la muerte celular ni apoptosis 
en los LT CD4 a juzgar por los marcajes realizados con Anexina V y 7AAD.  Además, tampoco obser-
vamos un incremento en la expresión de PD1, marcador de muerte programada. Estos experimentos 
no explican nuestros resultados pero descartan que los LT CD4 estén muertos o entrando en apoptosis.
Para estudiar si los LT CD4 entran en un estado de anergia, analizamos si el efecto que provoca la 
EC sobre los LT CD4 es reversible. Para ello analizamos si los LT CD4 activados en contacto con ECs 
recuperan la producción de IFNγ y TNFα cuando se aíslan de las ECs. Nuestros resultados indican que 
los LT reactivados son capaces de recuperar los niveles de TNFα que secretan los LT CD4 en ausencia 
de contacto con las ECs. En cambio, la producción de IFNγ no se recupera completamente y esta dismi-
nuida en un 75%.
Aunque en los cocultivos de LT CD4 con ECs hay un incremento de TGFβ este no parece ser 
responsable de la inhibición de la producción de IFNγ y TNFα, ya que el bloqueo con anticuerpos an-
ti-TGFβ no tuvo ningún efecto. En cambio, comprobamos que las ECs son capaces de secuestrar/retirar 
IFNγ y TNFα presente en el medio pero a unos niveles que tampoco explican la casi ausencia de ambas 
citoquinas en los cocultivos. Por último, comprobamos que los LT CD4 activados son capaces de incre-
mentar la expresión de MHC-I y MHC-II de las células epiteliales.
Los resultados obtenidos en el curso de esta tesis destacan la capacidad condicionante de la res-
puesta inmunitaria de las células epiteliales de la mucosa oral. En concreto nuestros resultados apuntan 
que las células epiteliales tienen un papel importante en el control o freno de la respuesta de inmunitaria, 
particularmente de respuesta Th1 inflamatoria, por mecanismos que implican el condicionamiento de 
la respuesta mediada por célula dendrítica y mediante mecanismos que regulan de forma directa la res-
puesta de los LT, requiriendo estos últimos el contacto linfocito T y célula epitelial.
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SUMMARY
Introduction
The oral mucosa is a primary zone of interaction with microorganisms and antigens, in which 
a great amount of immune system cells are located. It is formed by a stratified squamous epithelium 
which constitutes a physical barrier between the inner and outer environment. Beneath this squamous 
epithelium, dendritic cells (DCs) are found localized in the lamina propria or interspersed between epi-
thelial cells (ECs). DCs population is very heterogenic, and it includes Langerhans cells and other types 
of myeloid resident DCs. A great amount of lymphocytes can also be found in the oral mucosa, being 
T cells the predominant ones, although the exact composition of T cells in mucosa remains unknown; 
studies in gums show that more than 80% of lymphocytes present are T-CD4, 20% are T-CD8 and 5% 
are intraepithelial T cells. It is believed that this composition holds true to the rest of the oral mucosa. 
In the oral mucosa, important mechanisms of defense and tolerance take place, among which the 
role of DCs stands out in particular. DCs are sentinel cells that capture antigens and present them to 
lymphocytes, thus enabling their effector properties and conditioning their differentiation. Specifically, 
naïve CD4 T cells acquire their different phenotypes (Th1, Th2, Treg, etc.) thanks to their interaction 
with DCs and the signals produced by them (co-stimulation, cytokines and antigenic presentation, etc.). 
However, these signals provided by DCs are influenced by the interaction of DCs with the environment. 
Notably, DCs are able to receive instructions and compromise themselves to the received signals from 
the mucosal epithelial cells. 
Mucosal epithelial cells are the first ones to interact with microorganisms and extracellular antigens 
in a very intimate way, being able to secrete a great quantity of cytokines and chemokines in response 
to stimuli, such as TSLP, which have an impact on DCs and determine how these condition the adap-
tive immune response. Besides, epithelial cells such as the ones found in the intestinal mucosa and the 
respiratory track can express MHC-I, MHC-II and co-stimulatory molecules, such as the programmed 
death ligand 1 (PDL1) in epithelial cells from the respiratory tract, thus showing that ECs can directly 
influence over the T cells response. However, we know very little altogether about the active role of cells 
in immunity and how they condition the immune response and tolerance. 
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Aims
The main aim of this thesis is to study the conditioning role of oral mucosal epithelial cells in the 
immune response. 
We specifically outlined three aims:
To study the response of oral mucosal epithelial cells to bacterial immunogens.
To study the response of dendritic cells conditioned by epithelial cells and their effect in naïve CD4 
T cells differentiation. 
To study the modulation of CD4 T cells response by epithelial cells. 
Results and conclusions
In this thesis we have used three types of epithelial cells from the oral mucosa: two epithelial lines, 
H413 and TR146, originating from carcinomas of squamous cells from the oral mucosa, and primary 
epithelial cells from the oral mucosa, which were isolated and cultured following an optimized protocol 
throughout the thesis, managing to keep them viable for longer than eight days. A sublingual vaccine 
was used as main stimulus so as to avoid infections in the respiratory tract, Bactek®, formulated with 
a mixture of different species of inactivated, but not lysed, bacteria: Staphylococcus aureus (15%), S. 
epidermidis (15%), Streptococcus pneumoniae (60%), Klebsiella pneumoniae (4%), Branhamella ca-
tarrhalis (3%) and Haemophilus influenzae (3%).
The response of the epithelial cells to Bactek® was studied by analyzing markers for maturation 
of antigen presenting cells (CD86, CD80, CD40, CD83, MHC-I and MHCII) and cytokine production. 
All markers analyzed were expressed in very low levels, except those of CD40, and no big changes took 
place in the presence of Bactek®. However, the treatment of epithelial cells with IFNγ significantly 
increased the levels of HLA-DR and MHC-I, and this increment turned out to be higher in the cell lines 
than in the primary ECs. 
In regard to cytokine secretion, IL1β, TGFβ, IL6, TNFα, IL8 and TSLP were measured by ELISA. 
Cell lines H413 and TR146 constitutively secreted IL-6 and IL-8, and the secretion increased in the 
presence of Bactek®. However, primary oral ECs generally secreted lower levels of cytokines than the 
ones found in the cell lines, with the exception of TGFβ secretion, which was higher, and which oddly 
enough, was significantly reduced after exposure to Bactek®.
The genetic expression of H413 and TR146 epithelial cells in response to Bactek® was also an-
alyzed, and the obtained results showed modifications in the expression of components from different 
pathways, especially those which affected metabolism and cancer. An increase in genetic expression of 
proinflammatory cytokines, such as IL1, IL6, TNFα and TGFβ was also found. 
Taken together, these results suggest that oral mucosal epithelial cells actively respond to stimuli 
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and produce cytokines which may modulate the immune response. 
The response of dendritic cells conditioned by epithelial cells was studied both in co-cultures with 
epithelial cells (DCs + ECs) treated or untreated with Bactek®, as well as by treating DCs in a condi-
tioned medium of ECs based on the supernatant from epithelial cells which had previously been culti-
vated or uncultivated with Bactek®. This response was compared to the one found in DCs cultured just 
with stimuli (LPS and Bactek®). On the one hand, maturation markers were analyzed via cytometry 
(CD86, CD80, CD40, MHC-I and HLA-DR), while on the other hand, the cytokines resulting from 
ELISA studies were measured (IL1β, TNFα, IL12, IL6, IL8, IL10 and TGFβ). As expected, DCs treated 
with Bactek® significantly increased all the maturation markers analyzed. However, the increase in the 
expression of these maturation markers was much lower when the DCs were conditioned with the ECs, 
regardless of the presence of Bactek®. This failure in maturation was more marked in the co-cultures of 
DCs with H413 and primary ECs. 
Bactek®-stimulated DCs yielded high levels of TNFα, IL12, IL6 and IL10, whereas these levels 
were marginal in unstimulated DCs. In contrast, in cultures of DCs with ECs or with an EC conditioned 
medium, significant levels of IL12, IL6 and IL10 were found, regardless of Bactek®’s presence. Be-
sides, in the culture of DCs and primary ECs, the levels of IL1β, TNFα and IL10 were higher than the 
ones detected in unconditioned DCs, regardless of the presence of the stimulus. 
Altogether, these results suggest that the contact with ECs keep DCs in a semi-maturation state, and 
alters the secreted cytokine profile, preventing them to respond at the same level. 
Naïve CD4 T cells differentiation mediated by DCs was carried out in the presence and absence 
of ECs in cultures, and the production of cytokines (IFNγ, TNFα, IL6, IL4, TGFβ and IL10),   CD25 
expression (marker for activation) and FOXP3 (marker for Treg) were analyzed. Differentiated CD4 T 
cells, in the absence of ECs, produced big quantities of IFNγ, whereas in those cultures that had been 
in the presence of the former, these quantities were undetectable. Furthermore, the levels of TNFα and 
IL10 increased in cultures with DCs and primary ECs. We also found that the CD4 T cells differentiated 
in the presence of epithelial lines H413 and TR146 expressed low levels of CD25. Singularly, CD4 T 
cells differentiated in the presence of primary ECs expressed high levels of CD25 and we also found a 
19% of FoxP3+ cells. 
We also studied the conditioning of naïve CD4 T cells differentiation in the absence of DCs, activat-
ing them with anti-CD3 and anti-CD28. CD4 T cells differentiation was carried out either by cultivation 
of CD4 T cells with ECs or with conditioned media for ECs. We used likewise treated CD4 T cells as 
control, but without having been conditioned by the ECs. In order to assess CD4 T cells response, IFNγ, 
TNFα, IL2, IL4, TGFβ and IL10 were measured in the aforementioned cultures. The unconditioned 
CD4 T cells produced high levels of IFNγ and TNFα, and these levels increased when stimulated with 
Bactek®. However, no significant amounts of these cytokines were found when these cells were culti-
vated with ECs. The opposite situation was true for TGFβ, since its levels were found to increase when 
CD4 T cells were activated in the presence of ECs. By following this approach, we also observed that 
epithelial cells were able to suppress IFNγ and TNFα production in total CD4 T cells and Th1 lympho-
cytes, which had previously been differentiated in vitro. This effect is only observed when the CD4 T 
lymphocytes are in contact with the epithelial cells, and it is higher when the cell lines utilized are H413 
SUMMARY
34
and TR146. Besides, in co-cultures with total CD4 T cells we observed an increase in TGFβ levels.
These results, along with the ones obtained with DCs, indicate that there is suppression in differen-
tiation towards Th1, along with an inhibition of Th1 response. 
In order to explain the mechanism by which direct contact between epithelial cells and CD4 T cells 
suppress IFNγ and TNFα production, several experiments were carried out using the H413 cell line and 
stimulated anti-CD3 and anti-CD28 CD4 T cells. First of all, we studied the activation state of the CD4 
T cells, ascertaining that they had reduced levels of CD69 and CD25 compared to CD4 T cells stimu-
lated in absence of ECs. In this context, it seems like ECs interfere with the activation of CD4 LTs. We 
also observed that the proliferative ability of stimulated CD4 T cells in co-culture with epithelial cells 
is diminished. However, epithelial cells induce neither cell death nor apoptosis in CD4 T cells, judging 
by the markings performed with Annexin V and 7AAD. Furthermore, we also observed no increment in 
PD1 expression, a marker for programmed cell death. These experiments do not explain by themselves 
our results, but they rule out the possibility that the CD4 T cells were dead or undergoing apoptosis.
To check if CD4 T cells were undergoing anergy, we analyzed whether the effect that ECs have on 
CD4 T cells was reversible. In order to do so, we analyzed whether the activated CD4 T cells in contact 
with ECs recovered their ability to produce IFNγ and TNFα when they were isolated from the ECs. Our 
results indicate that the reactivated T cells were able to recover the TNFα levels that the CD4 T cells 
secrete in the absence of EC contact. However, IFNγ production does not recover entirely and remains 
diminished at a 75%. 
Although in co-cultures of CD4 T cells with ECs there is an increase of TGFβ, this does not seem 
to be alone responsible for the inhibition of IFNγ and TNFα production, since blocking with antibodies 
anti- TGFβ did not have any effect whatsoever. However, we realized that ECs were able to sequester 
any IFNγ and TNFα present in the culture medium but to levels that cannot explain by themselves the 
practical absence of both cytokines in the co-cultures. Lastly, we found that activated CD4 T cells are 
able to increase MHC-I and MHC-II expression in epithelial cells. 
The results hereby obtained throughout the course of this thesis underline the conditioning ability 
of the immune response of epithelial cells in the oral mucosa. In particular, our results indicate that 
epithelial cells have an important role in controlling or stopping the immune response, particularly the 
inflammatory Th1 response, by mechanisms that both imply the conditioning of the response mediated 
by dendritic cells and the regulation in a direct way of the response driven by the T cells, which require 
the contact between T lymphocyte and epithelial cell. 
INTRODUCCIÓN
INTRODUCCIÓN
39
INTRODUCCIÓN
1.-La mucosa oral
La mucosa oral forma una barrera de contacto con el medio exterior. Está colonizada por una 
gran cantidad de microorganismos y está constantemente expuesta a agentes externos. En condiciones 
normales rara vez se observa inflamación o reacciones alérgicas y a pesar de su importante papel como 
frontera entre el medio externo y el interno se conoce muy poco sobre los mecanismos que mantienen el 
equilibrio de la respuesta inmunológica [1-4].
Entre las funciones de la mucosa oral destaca proteger de la colonización e invasión por microorga-
nismos potencialmente peligrosos, prevenir la entrada de antígenos, procedentes de la comida ingerida 
o de la microbiota y prevenir el desarrollo de fuertes respuestas inmunes a antígenos que consigan atra-
vesar la primera barrera de contacto [5, 6].
A pesar de sus particularidades comparte características con otras mucosas del organismo. Está 
tapizada por epitelio escamoso estratificado bajo el cual se encuentra la lámina propia, irrigada por una 
gran cantidad de vasos sanguíneos y linfáticos, donde residen gran cantidad de células del sistema inmu-
ne. Además está acompañada de tejido linfoide asociado a la mucosa (MALT), un entramado difuso 
compuesto por macrófagos, células dendríticas (DCs), linfocitos T, linfocitos B y células plasmáticas [2, 
5]. Las células dendríticas constituyen el componente inmunológico más potente de la mucosa oral, ya 
que son las encargadas de activar y polarizar a los linfocitos T naïve y por tanto son el principal compo-
nente en inducir la inmunidad o determinar la tolerancia [7] (Fig.1).
Figura 1. Estructura y composición celular de la mucosa oral. La mucosa oral está formada por epitelio, 
la lámina propia, células dendríticas residentes en la lámina basal o intercaladas entre las células epitelia-
les, linfocitos.
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En los últimos años se ha prestado gran atención a los mecanismos inductores de inmunidad y to-
lerancia asociados a mucosas y son varios los trabajos en los que se ha descrito un papel para las células 
epiteliales como moduladoras de la respuesta inmunológica [8-12]. Estos estudios básicamente se han 
centrado en la mucosa intestinal, en la mucosa de las vías aéreas [13-17], siendo la mucosa oral muy 
poco estudiada. Podríamos extrapolar las conclusiones alcanzadas en estos estudios y aventurar que el 
epitelio de la mucosa oral también pueda condicionar la respuesta inmune, bien a través de las células 
dendríticas o directamente a través de los linfocitos T. Por ello en esta tesis nos hemos planteado estu-
diar cual es el posible papel de las células epiteliales de la mucosa oral en el desarrollo de la respuesta 
inmune.
Además, está en auge utilizar a la mucosa oral, concretamente la región sublingual, como vía de 
inmunización [18-21]. Esto se debe a que es una región accesible y a que se ha comprobado que la ad-
ministración de antígenos por esta vía es capaz de inducir respuesta/tolerancia a nivel sistémico [22]. 
A continuación, describiremos las características más importantes de aquellas poblaciones celula-
res de la mucosa oral involucradas en la respuesta inmune, además de las ventajas de la utilización de 
vacunas sublinguales. 
2. Células epiteliales de la mucosa oral
La cavidad oral se encuentra tapizada por epitelio escamoso estratificado. Este epitelio es el en-
cargado de mantener la integridad estructural de la mucosa, regenerándose por procesos de renovación 
celular continua y migración de capas más profundas hacia la superficie.
A diferencia de otras mucosas, en la mucosa oral el epitelio se compone de varias capas que descri-
bimos a continuación desde la parte más interna a la más externa [23] (Fig.2):
-Estrato germinativo o basal. Formado por una única capa de células cúbicas o cilíndricas. Estas 
células se encuentran en continua división y son las encargadas de la renovación epitelial. Junto a los 
fibroblastos, son los generan la lámina basal que separa el tejido epitelial del tejido conjuntivo. En el 
estrato germinativo se encuentran intercalados linfocitos (intraepiteliales) y células dendríticas.
-Estrato espinoso: está compuesto por varias capas de células con forma poligonal, con un núcleo 
pequeño y redondeado. En el citoplasma hay gran cantidad de citoqueratina, además de inclusiones de 
glucógeno. También se pueden encontrar en este estrato células de Langerhans y de Merkel.
-Estrato granuloso: formado por dos o tres capas de células aplanadas o escamosas, con núcleo pe-
queño. En el citoplasma hay gran cantidad de gránulos de queratohialina, que tiene un papel importante 
en el proceso de queratinización.
-Estrato córneo: es la capa más superficial, compuesta por células planas sin núcleo evidente, estas 
células son también conocidas como corneocitos.
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La función principal de las celulas epiteliales (ECs) es la de formar una barrera física y estructural 
entre el medio interno y externo. También protegen contra el daño mecánico producido por la entrada 
de sustancias u organismos y evitan la pérdida de líquidos. Además, las ECs producen péptidos antimi-
crobianos, como adrenomedulina o IL37, RNasas, lectinas (galectina 4 y 8) o β-defensinas, puediendo 
atacar y destruir directamente a microorganismos [24-26]. En los últimos años se ha indagado sobre el 
papel de las células epiteliales de la mucosa intestinal, de las vías aérea y ocular entre otras, en el desa-
rrollo de la respuesta inmune [16, 27, 28].
Las ECs poseen receptores de reconociento de patrones moleculares, pudiendo reconocer distintos 
tipos de microoganismos (Tabla 1). El reconocimiento de componentes de la pared bacteriana tiene lu-
gar a traves de TLR2 y TLR4 que son expresados por ECs de la mucosa oral [29-31], mucosa intestinal 
[32-34], epitelio ocular [35], epitelio de las vías aéreas [36] y epitelio genito-urinario [37]. TLR5 es el 
receptor de flagelina, expresado tambien en la mucosa oral [38], intestinal [39, 40], epitelio de las vías 
aéreas [41] y en las ECs vaginales [42]. TLR9 reconoce CpG de bacterias y está expresado por ECs de 
la encía [43] y del intestino [33, 44]. La unión de estas moléculas a los receptores induce la activación 
del factor de transcripción NFκB promotor de la expresión de citoquinas proinflamatorias como TNF e 
IL8 y de moléculas coestimuladoras[27].
Figura 2. Esquema representativo del epitelio estratificado de la mucosa oral. El epitelio está apoyado 
sobre la membrana o lámina basal. El estrato germinativo es la capa encargada de formar el resto de 
estratos.
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Además también expresan en el citoplasma miembros de la familia de receptores para dominios 
de oligomerización para la unión a nucleótidos (NLRs) como NOD1 y NOD2 (Tabla 1). Estos recep-
tores reconocen respectivamente ácido d-glutamil-diaminopimélico y muramil dipéptidos en bacterias 
Gram-positivas y Gram-negativas y actúan de forma sinérgica con TLRs activando NFκB e IRF (inter-
feron regulatory factor) [45] induciendo la síntesis de citoquinas como IL1β o IL-6 [46-50].Otros miem-
bros de esta familia de receptores están involucrados en la activación con inflamasomas, que desarrollan 
respuestas proinflamatorias o la producción de moco en la mucosa intestinal [51, 52].
La expresión en las células epiteliales de moléculas de MHC-II y moléculas coestimuladoras ha 
inducido a plantear la posibilidad de que estas células puedan actuar como presentadoras de antígeno a 
linfocitos T. Se ha observado que en ECs de la mucosa oral, en concreto experimentos realizados con la 
línea HOK-18 expuestas a infección con bacterias vivas, sobreexpresan MHC-II, CD70, CD80 y CD86 
[11]. En ECs del colon inflamado expresan CD86 y CD80 [53] y MHC-II en ratón [54]. En ECs de la 
epidermis se ha descrito la expresión de MHC-I y MHC-II, moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 
y de ICAM-I, molécula de adhesión que al interaccionar con integrinas b2 puede inducir una coestimu-
lación adicional o incluso sustituir la proporcionada por la interación de CD80/CD86 con CD28[55]. 
En condiciones normales estas ECs de la epidermis expresan bajos niveles de CD80, CD86, ICAM-1 
y MHC-II y niveles moderados de MHC-I, bajo condiciones de inflamación (presencia de IFNγ), estas 
ECs incrementan la expresion de ICAM-1, MHC-I, y MHC-II, por lo que podrían actuar potencialmente 
como células presentadoras de antígeno [56]. En estudios en las ECs nasales observaron que en pacien-
tes alérgicos estaba sobreespresados HLA-DR y CD86 [57]. Todo esto nos indica que las ECs pueden 
tener un papel importante en presentación de antígenos a los linfocitos T, para lo que se requiere un 
contacto directo célula epitelial-linfocito. 
Además de secretar citoquinas como IL1β, TNF e IL8, que crean un ambiente proinflamatorio, las 
ECs pueden secretar citoquinas inmunomoduladoras como TSLP, que al unirse a su receptor presente en 
la DC induce en ésta la produccion de IL10 e IL6 desarrollando una respuesta Th2 [15, 17, 58]. También 
las ECs expresan TGFβ inductor de fenotipos Th17 y Treguladores [59]. Las ECs tambien contribuyen 
a la inmunidad adaptativa permitiendo la trancitosis de la IgA, mecanismo esencial para mantener el 
control de las bacterias en el lumen. La IgA es secretada por células plasmáticas en forma de dímeros, 
que son reconocidos por las ECs del intestino a través del receptor pIgR. Las IgA atraviesan las ECs 
Tabla 1. Resumen de los marcadores típicos de células presentadoras de antígenos (APC) y receptores 
de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos presentados por distintos tipos de 
células epiteliales.
Epitelio Marcadores APCs Receptores de reconocimiento de patrones moleculares
Referencias
Oral MHC-II, CD70, CD80, CD86, 
TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, NOD1 
NOD2
[29-31] [38] [43] 
[11]
Intestinal MHC-II, CD80, CD86 TLR2, TLR4, TLR5, TLR9 [32-34] [39, 40] [43] [63]
Aéreo MHC-II, CD86, TLR2, TLR4, TLR5 [36] [41] [57]
Epidermis MHC-I, MHC-II, CD80, CD86, ICAM-1 TLR2, TLR4
[55]
INTRODUCCIÓN
43
y son liberadas en el lumen, donde marca a las bacterias para posteriormente ser fagocitadas [60, 61]. 
Se ha descrito que las ECs intestinales [62, 63], de la epidermis [64] y del pulmón [65] participan en la 
captaciónde antígeno, desarrollan autofagia pudiendo eliminar directamente a microorganismos a través 
de la degración por lisosomas. Además tanto ECs intestinales[66] como procedentes del colon [67] son 
capaces de transportar antígenos unidos a inmunoglobulina A (IgA) desde el lumen hacia la lámina basal 
En resumen, las células epiteliales no sólo tienen una función como barrera fisica, sino que tienen 
un primer papel activo en la defensa de la invasión de micororganismos, en el transporte de IgA hacia 
el lumen y en el posible condicionamiento de la respuesta de las DCs a través de sus citoquinas y de la 
respuesta de los linfocitos a través del contacto directo. Todos estos estudios sugieren que las células 
epiteliales pueden ejercer un papel importante en las funciones de inmunidad innata y adaptativa.
3. Células dendríticas de la mucosa oral
El sistema inmune de la mucosa oral tiene un elaborado mecanismo para mantener la homeostasis 
inmunológica, siendo las células dendríticas de la mucosa oral (DCs) las encargadas de inducir la inmu-
nidad o la tolerancia.[2] Las DCs tienen un papel crítico conectando la inmunidad innata y adaptativa. 
Se sabe muy poco sobre la función de las DCs de la mucosa oral, debido a que la obtención de tejido 
sano es limitado. La mayoria de los trabajos se han centrado en el estudio de las células de Langerhans 
(LCs), ya que son las DCs mayoritarias residentes en la mucosa oral [68]. Estas células están caracte-
rizadas por la expresión del marcador específico Langerina [69, 70] aunque todas tambien expresan 
CD1a. Estas células residentes están distribuidas en la lámina propia a la espera de captar antígenos ex-
ternos.[71]. Sorprendentemente, las LCs expresan niveles constituvidos elevados de los marcadores de 
maduración MHC-II y CD83, sugeriendo que están todas en un estado de maduracion parecido siendo 
posible que estas células sean las encargadadas de inducir la tolerancia [68]. 
Adicionalente, en la mucosa oral se pueden encontrar otros tipos de DCs, como las DCs con-
vencionales de origen mieloide, caracterizadas por la expresion del marcador DC-SIGN (CD209), a 
las cuales se les atribuye el desarrollo de la inmunidad [69]. En condiciones de inflamación, tambien 
pueden encontrarse DCs plasmacitoides de origen linfoide, caracterizadas por la expresión de CD123 
y BDCA-2, tambien encargadas de desarrollar respuestas inmunitarias [72]. Otra población importante 
en la inducción de tolerancia a bacterias y antígenos externos son las DCs CD103+ [73] Estas células se 
encuentran en la lámina propia y producen ácido retinoico para diferenciar a los linfocitos en T regula-
dores a través de la inducción del factor de transcripcion FoxP3,aunque si hay presencia de TGFβ en el 
ganglio también puede diferenciar a Th17. En los últimos estudios han comprobado que es posible que 
estas DCs tolerogénicas puedan adquirir propiedades proinflamatorias en condiciones de inflamación, 
como han demostrado en estudios de colitis en ratón [74]. Aunque su papel en la mucosa es el de man-
tener la tolerancia. 
Una vez el antígeno es capturado por la DCs, esta adquiere un fenotipo maduro que desarolla 
durante su migración al ganglio más cercano, donde podrá presentar antígeno a linfocitos naïve y desa-
rrollar una respuesta inmune adecuada. Mediante estudios en la mucosa oral de ratón se ha comprobado 
que la habilidad de migrar al ganglio es diferente según el tipo de DC. En concreto las LCs migran y 
maduran de forma más lenta que las células dendríticas de la submucosa (pueden tardar hasta 4 días en 
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llegar al nódulo linfatico más cercano), probablemente debido al hecho de que expresan bajos niveles de 
CD40, CD86, PD-L1 y PD-L2 [75, 76]. Estas propiedades contribuyen a que se mantenga un ambiente 
tolerogénico. 
La inducción de la tolerancia en la mucosa oral está aún en estudio, sin embargo distintos estudios 
realizados en la mucosa intestinal han determinado que las células epiteliales educan a las DCs para que 
respondan solo frente a los patógenos y no frente a los comensales. Esta distinción es aún desconocida, 
se especula que por una parte solo los patogénicos serían capaz de atravesar la barrera epitelial, por lo 
que al entrar en contacto con las DCs se produciría la respuesta inflamatoria. Y por otra parte, es posible 
que las ECs al expresar bajos niveles de TLR 2 y TLR4 reconozcan a los comensales y generen señales 
citoprotectoras, a través de la producción de PGE-2 o activando la ruta de NEMO [77]. También las ECs 
educan a las DCs para que no desarrollen una respuesta inflamatoria en presencia de comensales, secre-
tando citoquinas, como TSLP o TGFβ que hacen que las DCs respondan induciendo una respuesta Th2 
o Treg, respectivamente [13]. Mientras que en una infección, las ECs secretan IL8, CCL20 o CCL9 que 
reclutan nuevas DCs no educadas en el ambiente de la mucosa intestinal y que inducen la inmunidad a 
través de un perfil Th1.Por lo tanto, es posible que la tolerancia se deba, en parte al condicionamiento del 
epitelio que recubre la mucosa oral y a la capacidad de respuesta que tienen las DCs que se encuentran 
bajo éste [78]. 
Los trabajos más recientes apuntan a que las ECs son capaces de discernir entre patógenos y co-
mensales por la detección de productos resultado de la actividad metabólica de la microbiota. Productos 
metabólicos como el ácido láctico de las bacterias acidolácticas interfieren la señalización de TLRs para 
inhibir una respuesta inflamatoria, bloqueando liberación de IL6, IL8, TNFα, RANTES, y MIP3α [79]. 
También los ácidos grasos de cadena corta como acetato, butirato o propionato, resultado del metabolis-
mo anaeróbico de azúcares, inhiben la producción de citoquinas inducidas por TNFα, por un mecanismo 
que conlleva la modulación de las vías de señalizacion p38 and JNK, en células epiteliales de riñón [80]
4. Linfocitos T en la mucosa oral
La mucosa oral es un ambiente rico en ECs, macrófagos, DCs y linfocitos T (LT). Los LT que resi-
den en la mucosa, localizados en la lámina propia o intercalados entre el epitelio, tienen un papel muy 
importante en el desarrollo de la inmunidad y la tolerancia [5].
No hay estudios que nos desvelen el contenido y función de los LT de la mucosa oral. Sin embargo, 
se ha estudiado la composición de estas células en la encía que se podrían extrapolar a toda la mucosa 
oral [81], ya que los resultados obtenidos son parecidos a los encontrados en el pulmón, en el intestino 
e incluso en la piel [82-85]. Existe una predominancia de linfocitos T CD4+(>50%), seguida de linfo-
citos T CD8+(>30%) y una menor cantidad de linfocitos intraepiteliales (IELs). Dentro de la poblacion 
de LT CD4 entre el 10-15% son FoxP3+, por lo estos son potencialmente reguladores, favoreciendo el 
ambiente de tolerancia de la mucosa. Más de la mitad de los LT encontrados son LT de memoria, por 
lo se piensa que estos se quedan retenidos en los tejidos periféricos y no recirculan, utilizándose como 
objetivo clave para el desarrollo de nuevas vacunas para evitar infecciones en las mucosas [81]. 
En estudios de la mucosa gastro-intestinal en ratones se ha comprobado que hay un gran número 
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de LT, encontrando un LT intraepitelial (IEL) cada 5 o 20 ECs [86, 87]. Esto es indicativo de que los 
linfocitos forman una red que aseguran la integridad y el ambiente de la mucosa. Los LT de la mucosa 
están clasificados en tres tipos: LT CD4 aβ+ restringidos por MHC-II, LT aβ+ restringidos por MHC-I, 
estas células se desarrollan en el timo y migran a sitios efectores en la mucosa y LTaβ o gδ que expresan 
homodímeros de CD8aα [86, 88]. 
Las mucosas son un ambiente rico en citoquinas producidas tanto por los LT como por las células 
epiteliales, DCs y macrófagos, que va a determinar la respuesta inmune [59]. Así,tras la activación del 
TCR, el LT CD4 naïve se diferencia en los distintos tipos de Th dependiendo de las citoquinas del medio 
(Tabla 2). En un ambiente rico en IL12, se va a producir la diferenciacion hacia Th1 mediante la activa-
ción del factor de transcripcion T-bet, estas células secretan grandes cantidades de IFNγ  La activación 
del TCR junto con IL4 van a diferenciar las células a un fenotipo Th2, a través de la transducción de 
STAT6 y la expresión de GATA-3, que promueve la secreción de IL4 e IL13. La diferenciación hacia 
Th17 se produce por la presencia de ácido retinoico, TGFβ e IL6, secretando estos LT IL17 e IL22. En 
presencia de TGFβ se inducen los Treg, que liberan TGFβ e IL10 inhibiendo la respuesta inmune de 
numerosas células inmunes.[5]
Otro tipo de linfocito importante en la mucosa oral son los linfocitos Th3, estas células están carac-
terizadas por la secreción de TGFβ. Se inducen por la presentación de antígeno a través de DC CD103+ 
y por la presencia de IL10 y TGFβ en el medio. Sus funciones son inhibir la actividad de linfocitos Th1 
y Th2 promoviendo la tolerancia y proporcionar ayuda a la producción de IgA a través de la producción 
de TGFβ [89-91]. Otros linfocitos T reguladores, inducidos por la presencia de IL10, son los linfocitos 
reguladores tipo 1 o Tr1, que secretan IL10 y TGFβ y son FoxP3-. Sus funciones son inhibir la secreción 
de citoquinas mediante la secrección de IL10 y suprimir la presentación de antígenos, promoviendo la 
tolerancia en la mucosa. 
Los linfocitos intraepiteliales (IELs) son guardianes de las mucosas. La mayor parte de los linfoci-
tos que encontramos son linfocitos Tgδ y Taβ. Los Tgδ proceden de los timocitos y no están restringidos 
por moléculas de MHC, aunque pueden responder a antígenos presentados por moleculas de MHC. 
Pueden activarse con CD1d, moléculas parecidas a MHC (MR1 y CD1c) y otras moléculas relacionadas 
con vías asociadas a patógenos o a daños. También expresan receptores Toll-like (TLRs) y receptores de 
NKs, como TLR2, TLR3, TLR4 y NKG2D. todo esto hace que estos linfocitos sean sensibles al estrés 
Tabla 2. Poblaciones de linfocitos T en la mucosa oral
Tipo celular Citoquinas precursoras Marcador Citoquinas producidas
Th1 IL12, IFNγ T-bet IFNγ
Th2 IL4 GATA-3 IL4, IL5, IL13
Th17 TGFβ,IL6 RORγt IL17, IL22
Treg TGFβ, IL2 CD25, FoxP3 TGFβ, IL10
IELTCRαβ+ CD8αβ+ IFNγ, IL2 CD8α, CD8β IFNγ, perforina
IELTCRαβ+ CD8αα+ TGFb CD8α TGFβ, IL10
IEL γδ CD8α TGFβ, IFNγ ,IL10
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y puedan reconocer a antígenos directamente [5, 81]. Otro grupo importante de IELs son los linfocitos 
Taβ, se han encontrado una gran cantidad de Taβ CD8aα en las mucosas, su función aún es desconocida, 
pero se les relaciona con funciones regulatorias inmunes por la producción de TGFβ y otras moléculas 
de carácter inhibitorio, como PD1 o receptores inhibitorios de NK entre otros [5].
En enfermedades de la mucosa oral con deficiencias en el sistema inmune, se han observado que 
individuos con deficiencia de linfocitos T o defectos en su función, se han asociado con una mayor pro-
porción de infecciones de microorganismos en la mucosa oral [92, 93]. Esto nos proporciona evidencia 
de la importancia del papel de los LT en la inmunidad y la tolerancia de la mucosa oral. 
Debido a que en el epitelio residen una gran cantidad de LT, en los últimos años se ha estudiado si 
puede haber una comunicación directa entre ambos tipos celulares, ya que las células epiteliales pueden 
expresar moléculas presentadoras de antígenos, así como moléculas coestimuladoras y CD40. Actual-
mente no hay ningún estudio sobre el efecto de las células epiteliales de la mucosa oral sobre los LT. Sin 
embargo en otros trabajos con células epiteliales del colon de ratón, han visto que el contacto directo es 
capaz de inhibir la activación y proliferación de los linfocitos T CD4 [94]. El epitelio pulmonar también 
es capaz de inhibir la proliferación de los LT cuando están en contacto directo [95], incluso el epitelio 
de la retina o del riñón [40, 96]. Estos estudios nos muestran que las células epiteliales son capaces de 
interaccionar directamente con los LT, inhibiendo su activación y proliferación, probablemente como 
mecanismo para mantener la tolerancia.
5. Respuesta de la mucosa oral a antígenos: inmunidad vs tolerancia
El primer paso para iniciar una respuesta inmunitaria adaptativa es el reconocimiento del antígeno 
por la DC. Se piensa que la entrada del antígeno a través de la mucosa oral puede darse por dos vías 
principales: a través de las células epiteliales (células tipo M) o a través de prolongaciones de las células 
dendríticas que se extienden entre las células epiteliales. El antígeno va a ser reconocido vía distintos 
receptores de la inmunidad innata (TLRs, DC-SING, NOD), es internalizado y procesado para presen-
tarlo vía MHC. Durante la maduración, la célula dendrítica incrementa la expresión en superficie de 
moléculas coestimuladoras, como CD80, CD86 y CD40, receptores de quimioquinas y libera citoquinas. 
Esto va a favorecer que las DCs migren a los nódulos linfoides cercanos para presentar el antígeno a las 
células T naïve e iniciar la respuesta inmunológica[7].
Para controlar la respuesta frente a alimentos y micoorganismos de la microbiota, el sistema inmu-
nológico asociado a la mucosa ha desarrollado diversos mecanismos inductores de tolerancia [4] entre 
los que destacan la función de linfocitos T reguladores y anergia. 
Los principales responsables de inducir el fenotipo de linfocito T regulador en la periferia son las 
células dendríticas de la mucosa oral, células de Langerhans y DCs CD103+, que a su vez están educadas 
por las células epiteliales para producir tolerancia . Los Treg son los encargados de mediar la toleran-
cia suprimiendo los linfocitos T efectores e inhibiendo las respuestas inflamatorias. Treg no responden 
activamente a la estimulación vía TCR, pero expresan marcadores de superficie como CTLA-4, PD1, 
GITR, entre otros y secretan TGFβ, IL10. Además están caracterizadas por la expresión del factor de 
transcripción FoxP3 y alta expresión de CD25 en su membrana [97, 98]. Algunos tipos de Treg, como 
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Tr1 y Th3, FoxP3-, ayudan a las Treg a mantener la tolerancia y homeostasis inmune secretando altas 
cantidades de IL10 y TGFβ [90, 97]. 
TGFβ es una citoquina con efectos pleiotrópicos. Dependiendo del contexto se le atribuyen pro-
piedades proinflamatorias o antiinflamatorias. TGFβ  actúa como un potente quimioatrayente de neu-
trófilos, interviene en la diferenciación de linfocitos proinflamatorios como Th17 y Th9 e inhibe la 
diferenciación de Th22. Por el contrario es elemento clave en la diferenciación de linfocitos Treg anti-in-
flamatorios [99]. En el contexto de la mucosa oral se le atribuye un papel inhibidor de la función de los 
linfocitos T efectores induciendo bloqueo de la proliferación y diferenciación Th1, mediante inhibición 
de la expresión de T-bet inductor del perfil Th1 [100].
IL-10 es una citoquina conocida por el amplio espectro de efectos inmunosupresores y anti-infla-
matorios relacionados con la tolerancia. IL-10 es producida principalmente por macrófagos, células 
dendríticas y linfocitos T. Entre sus funciones destaca la inducción de la actividad de linfocitos T regu-
ladores productores de IL10 (Linfocitos Tr1), inhibición de la actividad de LT directamente suprimiendo 
la señalización de CD28 e ICOS [101] e inhibición de la proliferación y producción de IL2, IFNγ, IL4, 
IL5 y TNFα de linfocitos T CD4 [102]. En células dendríticas, IL10 inhibe la expresión de MHC-II y 
de las moléculas coestimuladoras (CD80/CD86) limitando la producción de citoquinas y quimioquinas 
proinflamatorias (IL1β, IL6, IL12, IL18 y TNFα, MCP1, MCP5, RANTES, IL8, IP10 y MIP2) [103] 
Además promueve el cambio de isotipo a IgG4 e inhibe el de IgE [98].
La expresión de rutas coestimulatorias del receptor de PD1 y su ligando desencadena señales in-
hibitorias que regulan el balance de la activación del linfocito T y tolerancia. La unión de PD1 con su 
ligando contribuye directamente a la extenuación del linfocito T y la falta de respuesta por parte de este. 
PD-L1 y PD-L2 son expresados en DCs tolerogénicas y la unión de los linfocitos T a través de estos 
ligandos con estas células inicia una respuesta de tolerancia [104].
Otro mecanismo de tolerancia es la anergia, definiendo anergia como un estado duradero de inacti-
vidad total o parcial [105]. El estado de anergia puede ser producido bien por una posible presentación 
antigénica alterada, bien por un reconocimiento del MHC-II sin coestimulación [106], por el reconoci-
miento de moléculas co-inhibitorias como PD-1 o CTLA-4 [14, 107, 108] o por reconocimiento de un 
MHC alterado o no cargado [109]. El mecanismo de anergia en los LT efectores contribuye a mantener 
la tolerancia en la mucosa oral.
En ausencia de inflamación, predomina un ambiente de tolerancia, donde las DCs de la mucosa 
presentan antígenos de los microrganismso comensales a las T naïve e inducen la diferenciación a Treg 
y la producción de IL10 y TGFb[2, 5]. Además estas DCs presentan bajos niveles de MHC y moléculas 
coestimulatorias en su superficie siendo incapaces de inducir respuestas inflamatorias. Otro mecanismo 
para mantener la tolerancia en la mucosa oral es la liberación de IgA promovida por un ambiente rico 
en TGFbeta , que se encarga de atrapar y neutralizar antígenos extraños, evitando la colonización de 
microorganismos.[4].
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6. La mucosa oral como vía de inmunización: vacunas sublinguales
La mucosa oral está expuesta a una gran cantidad de antígenos derivados de alimentos y microorga-
nismos, bien comensales o patogénicos, a pesar de ello no se desarrollan normalmente respuestas infla-
matorias. Esto es debido a las propiedades tolerogénicas de la mucosa oral necesarias para mantener la 
homeostasis inmunológica. Debido a estas caracteristicas ha sido objeto de estudio y es utilizada como 
vía para inducir tolerancia contra alérgenos [18, 110, 111].
Figura 3. Ruta de procesamiento del alérgeno por administración sublingual. Tras la inmunización el 
alérgeno se une a las ECs, es capturado por las DCs y procesado. La DC viaja al LN más cercano para 
diferenciar los LT CD4 naïve en Th1 o Treg. Estos salen a la sangre y vuelven a la mucosa para disminuir 
la respuesta Th2 preexistente.
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En la mucosa sublingual se ha visto que se inicia una amplia respuesta específica que es protectora 
y sistémica[110]. Estos estudios proporcionan pruebas convincentes de que la activación de las DCs 
orales generan respuesta sistémica a través de la activación de los linfocitos B y T localizadas en los 
nódulos linfáticos cercanos (LNs). Estos linfocitos efectores entran en circulación dirigiéndose a diver-
sas mucosas gracias a la expresión de integrinas y receptores de quimioquinas que favorecen su asenta-
miento en estas zonas. En el caso de la inmunización oral se induce protección antígeno-específica en el 
estómago, intestino delgado, en el colon ascendente, zona naso-faríngea y además glándulas mamarias 
y salivares [18, 19, 110]. 
El antígeno de la vacuna sublingual es captado principalmente por las células de Langerhans (cé-
lula dendrítica mayoritaria en la mucosa oral). Estas DCs son tolerogénicas, producen IL10 e IL12 que 
conducen a una diferenciación de los LT CD4 naïve a fenotipos Th1 o Treg (Fig.3). Debido a que hay 
muy pocas células proinflamatorias (macrófagos o eosinófilos) en la mucosa oral, la probabilidad de que 
se desarrolle una reacción de inflamación es menor,  siendo la ruta sublingual la vía de vacunación más 
segura.
Se están desarrollando vacunas frente a infecciones víricas y microbianas, frente a enfermedades 
autoinmunes y frente a alergia (Tabla 3). Se están utilizando vacunas con microrganismos vivos atenua-
dos o con subunidades para prevenir las infecciones gastrointestinales causadas por Helicobacter pylori, 
Vibrio cholerae entre otros. Para prevenir infecciones en el tracto respiratorio causadas por Mycoplasma 
pneumoniae, influenza virus, virus sincitial respiratorio y de bacterias oportunistas. En este último caso 
se han diseñado vacunas optimizadas de varias bacterias que suelen ocasionar infecciones recurrentes 
en el tracto respiratorio, como lo es la vacuna Bactek®, diseñada y comercializada por Inmunotek.[110, 
112]. También hay vacunas frente a infecciones uro-genitales bien por bacterias, hongos o virus, en esta 
ocasión, también se ha desarrollado una vacuna con un preparado bacteriano para protegerse de la infec-
ción de varias bacterias, Uromone® [112, 113].
La inmunoterapia alérgeno específica tiene como finalidad cambiar la existente respuesta Th2 a 
una respuesta Th1 no alérgica. Entre las ventajas que presenta este formato de vacunación es que son 
más fáciles de tomar y más seguras que las vacunas inyectables, por lo que están siendo muy utilizadas 
[114-116] 
Tabla 3. Resumen de algunas de las vacunas sublinguales.
Tratamiento
(molécula diana)
Vacuna
Infecciones gastrointestinales Helicobacter pylori, Vibrio cholera, Rotavirus
Infecciones respiratorias Mycoplasma pneumoniae. Virus Influenza. Virus sincitial respiratorio, Bactek®
Infecciones urinarias Uromone®, Clamidia, Virus herpes simplex
Alergia Olivo, gramíneas, ácaros, pelo de animales
Enfermedades autoinmunes Autoantígenos
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También se están desarrollando vacunas sublinguales frente a enfermedades autoinmunes, por lo 
que se inmuniza a los enfermos con autoantígenos. La eficacia de estas vacunas dependen de la dosis 
y la frecuencia, bajas dosis promueven la activación de células T CD4 y CD8 reguladoras produciendo 
TGFβ, grandes dosis inducen anergia en células T CD4 efectoras que pueden entrar en apoptosis[89, 
110].
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OBJETIVOS
55
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El objetivo principal de esta tesis es estudiar el papel condicionante de las células epiteliales de la 
mucosa oral en la respuesta inmunitaria.
En concreto nos planteamos 3 objetivos:
1. Estudiar la respuesta de las células epiteliales de la mucosa oral frente a inmunógenos bacteria-
nos 
2.  Estudiar la respuesta de células dendríticas condicionadas por células epiteliales y su efecto en 
la diferenciación de LT CD4 naïve.
3. Estudiar la modulación de la respuesta de linfocitos T CD4 por las células epiteliales.
MATERIALES Y 
MÉTODOS
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1. Células epiteliales de la mucosa oral
1.1. Obtención y cultivo de células epiteliales primarias de la mucosa oral
Las células epiteliales primarias de la mucosa oral fueron obtenidas de raspados de la cavidad oral 
de donantes sanos, modificando el protocolo de Agnes Michalczyck et al. Para ello los voluntarios se 
desinfectaron con enjuague de Listerine® durante 30 segundos, a continuación, con ayuda de un cepillo 
de dientes, se rasparon la cara interna de la mejilla y realizaron la recogida de las células descamadas 
a través de enjuagues con agua destilada. Las muestras de los diferentes donantes se agruparon y 
tras varias centrifugaciones se obtuvieron las células epiteliales. Para evitar contaminaciones de los 
microorganismo comensales presentes en la cavidad oral de los doantes, se incubaron durante 50 minu-
tos con 500ug/ml de Penilicina (Lonza), 500 ug/ml de Estreptomicina (Lonza), 500 ug/ml de Normocina 
(Invivogen), 20ug/ml de Ciprofloxacino (Sigma-Aldrich) y 12ug/ml de Fungizone (Gibco), este cóctel 
de antibióticos y antimicóticos fue optimizado para evitar el crecimiento de bacterias y hongos y mante-
ner la viabilidad celular de las células epiteliales obtenidas. Éstas fueron pasadas a través de un filtro de 
100µm, para quedarnos solo con las células individuales, evitando así los fragmentos de tejido, y fueron 
cultivadas en distintos medios: RPMI, DMEM, DMEM suplementado al 10% con FBS y CNT-24, eli-
giendo finalmente como el medio óptimo: CNT-24 (CellnTec).
1.2. Cultivo de líneas epiteliales de la mucosa oral 
En este trabajo se han utilizado dos líneas celulares procedentes de la mucosa oral humana, las 
líneas H413 y TR146 (Sigma). La línea H413 procede de un carcinoma de células escamosas de la mu-
cosa oral y se caracterizan por estar moderadamente diferenciadas, se mantienen en cultivo en DMEM: 
HAMS F12 (Gibco) suplementado con 2mM glutamina (Lonza), 10% suero fetal bovino (FBS) (Gib-
co), 1% Penicilina/Estreptomicina (Lonza), y 0.5 µg/ml succinato de hidrocortisona de sodio (Sigma). 
La línea TR146 procede también de carcinoma de células escamosas, caracterizándose por ser células 
bien diferenciadas queratinizadas, se mantienen en cultivo en medio DMEM (Gibco) suplementado con 
2mM glutamina, 10% FBS , 1% Penicilina/Estreptomicina. Se cultivan a 37ºC en una atmosfera al 5% 
CO2.
2. Estímulo bacteriano: Bactek®
Para la estimulación de las células utilizadas en esta tesis, se utilizó Bactek®, porque su vía de en-
trada es a través de la mucosa oral y porque su mecanismo de acción es aún desconocido.
Bactek® es una vacuna sublingual utilizada para evitar infecciones recurrentes del tracto respira-
torio, desarrollada por Inmunoteck Su formulación es novedosa e incluye un preparado bacteriano de 
cepas seleccionadas de bacterias inactivadas pero no lisadas ni fragmentadas, de tal manera que mantie-
nen su integridad estructural. La preparación genérica de este fármaco está compuesta por distintos por-
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centajes de seis cepas de bacterias que suelen ser causa de infección de las vías respiratorias: Staphylo-
coccus aureus (15%), S. epidermidis (15%), Streptococcus pneumoniae (60%), Klebsiella pneumoniae 
(4%), Branhamella catarrhalis (3%) y Haemophilus influenzae (3%).
Bactek® fue usado en un ensayo piloto donde los voluntarios que tomaron la vacuna durante 6 
meses disminuyeron la tasa de infecciones respiratorias. Actualmente en un ensayo clínico fase II-III de 
doble ciego aleatorizado, se está estudiando el mecanismo inmunológico por el que el fármaco es capaz 
de inducir una mejora en la clínica.
Puesto que no se sabe aún el mecanismo por el que Bactek® induce respuesta, lo hemos elegido 
en nuestros estudios como estímulo, ya que la vía de entrada es a través de la mucosa oral. En cada uno 
de los expreimentos hemmos partido de la "madre bacteriana", con la que está formulada el fármaco, 
añadiendo 10 bacterias por cada célula en estudio. 
3. Aislamiento de poblaciones celulares de sangre periférica
3.1. Obtención de PBMCs
Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se aislaron de sangre periférica de donan-
tes sanos o a partir de concentrados leucocitarios conocidos como buffy coats procedentes del Centro de 
Transfusión de la Comunidad de Madrid. Para su aislamiento se realizó una centrifugación en gradiente 
de densidad en Ficoll-Paque (GE Healthcare) a 800g durante 40 minutos. A continuación se recoge la 
fracción de células mononucleares y se lavan con PBS para eliminar restos de Ficoll.
3.2. Aislamiento de monocitos y diferenciación a células dendríticas
A partir de las PBMCs se realizó el aislamiento por selección positiva de monocitos mediante mé-
todos inmunomagnéticos usando un kit de anticuerpos anti-CD14 unidos a bolas magnéticas (Miltenyi 
Biotec) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las células CD14+ purificadas se diferenciaron a 
células dendríticas durante seis días cultivándolas en medio RPMI 1640 suplementado al 10% con suero 
bovino fetal (FBS) y al 1% con penicilina y estreptomicina (Lonza), suplementando el medio con 400U/
ml rhIL4 y 800U/ml rh GM-CSF (Immunotools), refrescando el medio cada 2 días.
3.3. Aislamiento de linfocitos T CD4 naïve
A partir de las PBMCs se realizó el aislamiento negativo por métodos inmunomagnéticos de lin-
focitos CD4 naïve CD4+CD45RA+ usando el kit Naïve CD4+ T Cell Isolation Kit II (MIltenyi Biotec) 
siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
3.4. Aislamiento de linfocitos T CD4 totales
Para el aislamiento negativo de linfocitos T CD4 totales a partir de PBMCs se usó también métodos 
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inmunomagnéticos usando el kit CD4+ T Cell Isolation (Miltenyi Biotec) siguiendo las recomendacio-
nes del fabricante. Una vez obtenidas, fueron activadas con antiCD3 y anti CD28 (Dynabeads, Thermo-
Fisher) y cultivadas según las condiciones del experimento.
3.5.Diferenciación de linfocitos T CD4 naïve a Th1
Una vez aislados los linfocitos CD4 naïve se cultivaron en RPMI 1640 suplementado al 10% con 
suero bovino fetal (FBS) y al 1% con Penicilina y Estreptomicina (Lonza), activados con antiCD3/
antiCD28 (Dynabeads, ThermoFisher) y suplementados con 10ng/ml  IL12 (Immunotools) y anti-IL4 
(Sigma). Tras seis días de diferenciación, los linfocitos fueron recogidos y tras un periodo de descanso 
de 6 horas fueron reactivados con antiCD3 y antiCD28 y cultivados según las condiciones del experi-
mento. 
4. Cocultivos 
4.1. Cocultivos directos (contacto célula epitelial-célula dendrítica)
Las células epiteliales (ECs): H413, TR146 y las epiteliales primarias en confluencia fueron cul-
tivadas con células dendríticas (DCs) derivadas de monocitos (relación EC-DC 1:2) durante 48 horas 
a 37ºC para después realizar análisis de fenotipo por citometría de flujo (CD80, CD86, CD40, CD83, 
HLA-DR, MHC-I) (ver punto 7) y medir el perfil de citoquinas por ELISA (IL6, IL1β, IL12, IL8, TNFα, 
IL10, TGFβ) (ver punto 8).
4.2. Cultivos de células epiteliales con linfocitos T CD4
Del mismo modo, las células epiteliales en confluencia fueron cultivadas con linfocitos T CD4 (LT 
CD4) activados con bolas de antiCD3 y antiCD28 (Dynabeads, ThermoFisher) (LT CD4 naïve Totales 
o Th1) (relación EC-CD4 1:10) durante 48 horas o 6 días en el caso de los LT CD4 naïve. Los sobrena-
dantes recogidos fueron analizados por ELISA (IFNγ, TNFα, IL2,  IL6, IL4, TGFβ e IL10) (ver punto 
8) , y en la células se analizó la viabilidad celular mediante el análisis de apoptosis (ver a y analizar el 
fenotipo por citometría (Anexina V, / AAD) (ver punto 10).
4.3. Cultivos de células epiteliales y células dendríticas con linfocitos T CD4 naïve
Las células epiteliales y las células dendríticas (relación EC-DC 1:2) fueron cultivadas durante 48 
horas a 37ºC con o sin Bactek®. A continuación se añadieron los linfocitos T CD4 naïve recién aislados 
(relación EC- LT CD4 1:10) y se cultivaron durante 6 días suplementando cada 3 días con IL2 (Immu-
notools). A continuación se recogieron los sobrenadantes para medir por ELISA (ver punto 8) el perfil 
de citoquinas secretado (IFNγ, TNFα, IL6, IL4, TGFβ e IL10), se analizaron por citometría de flujo para 
comprobar si adquirían un fenotipo regulador (FoxP3·, CD25) (ver punto 6).
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5. Cultivos con medios condicionados de las células epiteliales
5.1. Obtención de sobrenadantes condicionados por las células epiteliales.
Las células epiteliales se cultivaron durante 48 horas a 37ºC con o sin Bactek®, pasado este tiem-
po se recogieron los sobrenadantes y se filtraron con filtros con un tamaño de poro de 0,22 µm, para 
asegurarnos de que las bacterias no estuviesen en el sobrenadante. Este medio condicionado sirve como 
medio de cultivo de las DCs o de los LT CD4 activados con anti CD3 y anti CD28 para estudiar el con-
dicionamiento que tienen las células epiteliales sin estar presentes sobre las DCs o sobre los LT CD4.
5.2. Cultivos de células dendríticas  o linfocitos T CD4 con medio condicionado de las células 
epiteliales
El medio condicionado por las células epiteliales se le añadió como medio de cultivo a las células 
dendríticas o bien a los linfocitos T CD4 (LT CD4 Totales, naïve o Th1) activados con antiCD3 y an-
tiCD28 y se realizó el cultivo durante 48 horas. A continuación, se recogió el sobrenadante para medir 
citoquinas por ELISA (ver punto 7).
6. Determinación de marcadores por citometría de flujo
Los anticuerpos usados para el estudio fenotípico de las células epiteliales, células dendríticas y 
linfocitos T CD4 están recogidos en la tabla 4. Para las tinciones de marcadores de superficie, se lavaron 
las células con PBS y se bloquearon con gammaglobulina 1/500 en PBS al menos 30 minutos, después 
se tiñeron con el anticuerpo o la mezcla de ellos a la concentración optimizada durante 30 minutos a 4ºC. 
Anticuerpo
(molécula diana)
Clon Fluorocromo Casa Comercial
CD40 HB14 PE Macs Miltenyi
CD80 L307.4 FITC BD Pharmingen
CD83 HB15e FITC BD Pharmingen
CD83 HB15 APC Macs Miltenyi
CD86 2331 (FUN-1) FITC BD Pharmingen
HLA-DR AC122 APC Macs Miltenyi
HLA-ABC REA230 FITC Macs Miltenyi
CD25 BC96 APC eBioscience
FOXP3 236A/E7 PE eBioscience
7AAD Biolegend
Anexina V FITC Biolegend
Tabla 4. Anticuerpos utilizados para el análisis de la expresión por citometría de flujo
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Para las tinciones intranucleares, las células son fijadas y permeabilizadas con la solución de fijación y 
premeabilización (eBioscience), lavadas con la solución de permeabilización (eBioscience) y teñidas 
con el anticuerpo intranuclear.
Las células teñidas fueron analizadas en un citómetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences) y los 
datos obtenidos analizados con el software FlowJo (TreeStrar).
7. Análisis de citoquinas por ELISA
Los sobrenadantes resultantes de los distintos cultivos fueron almacenados a -80ºC hasta su utiliza-
ción. En cada condición se midieron diferentes citoquinas (Tabla 5). En los cultivos con células dendríti-
cas se detectaron: IL6, IL1β, IL12, IL8, TNFα, IL10, TGFβ), en los cultivos con presencia de linfocitos 
T CD4 se midieron: IFNγ, TNFα, IL2,  IL6, IL4, TGFβ e IL10.  Para la cuantificación de estas citoquinas 
se utilizó un ELISA tipo sándwich, con el anticuerpo anti citoquina adherido a la placa, se añadió la 
cantidad de sobrenadante o de estándar adecuada por duplicado. Se añadió el anticuerpo anti-citoquina 
con biotina el tiempo establecido por la casa comercial, tras los lavados recomendados, se incubó con 
Estreptavidina unida a HRP (peroxidasa de rábano picante) para posteriormente revelar con el sustrato 
TMB, tras la aparición de color se paró la reacción con ácido sulfúrico 1N y se midió la densidad óptica 
en un lector de placas (Biotek ELx800)
El análisis de la cantidad de citoquina presente en los sobrenadantes se realizó mediante una recta 
de regresión enfrentando los valores de densidad óptica de la recta patrón (standard) con las concen-
traciones conocidas de ésta. A partir de esta recta se interpolaron los valores de densidad óptica de las 
muestras en cada caso para conocer la cantidad en pg/ml. 
Citoquina/Quimioquina
(molécula diana)
Casa Comercial
IFNg Invitrogen
TNFa Invitrogen
TGFb Invitrogen
IL1b Invitrogen
IL2 Invitrogen
IL4 Invitrogen
IL6 Invitrogen
IL8 Immunotools
IL10 Invitrogen
IL12 Immunotools
Tabla 5. Kit de ELISA utilizados para la cuantificación de citoquinas y quimioquinas en los sobrena-
dantes
64
MATERIALES Y MÉTODOS
8. Ensayo de bloqueo del TGFβ  soluble en cocultivos.
El TGFβ soluble en el sobrenadante de las células epiteliales se bloqueó con distintas concentra-
ciones del anticuerpo anti- TGFβ (Invivogen) a 20 ng/ml, 300 ng/ml y 2.5 µg/ml durante 4 horas, a 
continuación se realizó el cocultivo junto con los linfocitos CD4 durante 48 horas para después recoger 
el sobrenadante y medir  las citoquinas IFNγ y TNFα por ELISA.
9. Ensayo de proliferación con CFSE
Para estudiar la proliferación de linfocitos T CD4 se marcaron con Carboxifluoresceina diacetato 
succinimidil ester (CFSE), de esta manera evaluamos en el citómetro la división celular, ya que al di-
vidirse las células hijas reciben la mitad del fluorescente de membrana. Los linfocitos T CD4 totales 
activados con antiCD3 y CD28 son marcados con CFSE durante 15 minutos en oscuridad, se lavó el 
exceso con PBS y se pusieron en cultivo solos o con las células epiteliales (ratio 1:10) durante 7 días y 
se analizó la flourescencia mediante citometría de flujo (BD FACSCalibur).
10. Ensayos de apoptosis
Los linfocitos T CD4 en cultivo junto con las células epiteliales o solos, tras 48 horas de cultivo se 
recogieron  y se tiñeron con Anexina V conjugada a FITC y 7AAD (Biolegend), siguiendo las indicacio-
nes de la casa comercial, a través del análisis por citometría de flujo (BD FACSCalibur) se estudiaron 
las células en apoptosis (AnexinaV+/7AAD-), células muertas (AnexinaV-/7AAD+), células necróticas 
(AnexinaV+/7AAD+) y células vivas (AnexinaV-/7AAD-).
11. Análisis estadístico
Los resultados fueron representados como las media junto con el error medio de la desviación es-
tándar (SEM). Los análisis estadísticos de los resultados obtenidos se llevaron a cabo desarrollando el 
test t student para datos independientes y se representaron las diferencias estadísticamente significativas 
como * p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.0001.
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1. Estudio de la respuesta de células epiteliales de la mucosa oral
El estudio de la respuesta de células epiteliales de la mucosa oral se realizó en varios tipos de cé-
lulas epiteliales procedentes de la mucosa. Utilizamos las líneas celulares H413 y TR146 disponibles 
comercialmente, procedentes de carcinomas de células escamosas de la mucosa oral. Estas dos líneas 
presentan una diferenciación con distinto grado de queratinización, siendo las células TR146 las más 
queratinizadas. Han sido empleadas en distintos estudios de enfermedad periodontal y caries [117-120]. 
También se han utilizado para el estudio de infecciones víricas en células epiteliales, como el VIH [121], 
así como para la utilización de modelos de permeabilidad y toxicidad de la mucosa oral  [122, 123]. 
Adicionalmente, se estudió la respuesta de células epiteliales primarias aisladas de la mucosa oral de 
voluntarios sanos.
1.1. Aislamiento y cultivo de células epiteliales primarias de la mucosa oral
Para el aislamiento de las células epiteliales primarias de la mucosa oral se realizaron raspados en la 
cara interna de la mejilla de voluntarios sanos de ambos sexos y una edad media de 24 años. El protocolo 
de aislamiento utilizado permite aislar principalmente células del estrato granuloso de la mucosa oral. 
Las células aisladas presentan morfología aplanada o escamosa, con un pequeño núcleo bien definido y 
presentan una gran cantidad de gránulos en su citoplasma (Fig.4A).
Para optimizar el mantenimiento de estas células en cultivo celular, se hicieron ensayos de viabili-
dad utilizando diferentes medios de cultivo: RPMI, DMEM y DMEM suplementado con suero bovino 
fetal (FBS) inactivado. También se cultivaron en CNT-24 (CELLnTEC), un medio de cultivo con una 
formulación específica para el mantenimiento del epitelio oral en cultivo (Fig.4B). Las células se culti-
Figura 4 Aislamiento y cultivo de células epiteliales de la mucosa oral. A) Células epiteliales primarias 
obtenidas de raspados de la mucosa oral de voluntarios sanos, son células escamosas del estrato granu-
loso de la mucosa oral. B) Estudio de la viabilidad en cultivo durante ocho días de las células epiteliales 
primarias utilizando distintos medios de cultivo: CNT-24, DMEM, DMEM con FBS y RPMI.
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varon en cada uno de estos medios, partiendo en todos los casos de 105 células y cada dos días durante 
ocho días, se tiñeron con trypan blue para discriminar las células muertas. Como muestra la gráfica de 
la figura 4B, el medio CNT-24 es el más indicado para el cultivo de estas células, alcanzándose un pico 
máximo de células a los 4 días. En los medios DMEM y RPMI sin suero las células muestran un perfil 
de viabilidad parecido, aunque sobreviven más células en RPMI. En el caso de la utilización de DMEM 
suplementado con FBS, se observa que hay un descenso de las células vivas en cultivo a lo largo del 
tiempo analizado. Esto puede ser debido a que el FBS contiene altas concentraciones de calcio y esto 
parece retrasar el crecimiento. Además se ha descrito que suero contiene factores de crecimiento y hor-
monas, entre otros, que pueden alterar la supervivencia de las células epiteliales primarias de la mucosa 
oral [124, 125] 
Por lo tanto, decidimos usar el medio CNT-24 para el cultivo de las células epiteliales recién aisla-
das y dejarlas en cultivo durante 4 días. Una vez establecidas estas condiciones de cultivo de las células 
primarias procedimos a determinar, su función como moduladoras de la respuesta inmunológica.
1.2. Caracterización fenotípica de las células epiteliales. 
Se ha descrito en la literatura que las células epiteliales pueden expresar marcadores de superficie 
característicos de células presentadoras de antígenos [53, 56, 57, 126], aunque se desconoce su implica-
ción en la modulación de la respuesta inmunológica. No se ha estudiado en profundidad el papel de estos 
marcadores en la mucosa oral, por lo que en primer lugar quisimos determinar si las células elegidas 
expresaban algunos de los marcadores descritos: CD86, CD80, CD40, CD83, MHC-I y MHC-II (HLA-
DR). Y en segundo lugar, comprobar si su expresión es modulable y cambia tras la activación de las 
células con distintos estímulos inmunogénicos. Para ello tratamos las distintas células epiteliales orales 
con Bactek®, producto farmacológico usado como vacuna sublingual bacteriana para evitar infecciones 
del tracto respiratorio. Este producto está formulado con una mezcla de diferentes especies de bacterias 
inactivadas pero no lisadas: (Staphylococcus aureus (15%), S. epidermidis (15%), Streptococcus pneu-
moniae (60%), Klebsiella pneumoniae (4%), Branhamella catarrhalis (3%) and Haemophilus influenzae 
(3%). Independientemente tratamos a las células con IFNγ, citoquina proinflamatoria que ejerce un 
papel activador en la expresión estos marcadores de APCs y que nos sirve como control positivo de la 
función celular.
Para realizar este estudio, las células epiteliales H413, TR146 y las células primarias del epitelio 
oral fueron tratadas durante 48 horas con o sin Bactek®. Además, como control positivo de estimula-
ción las células también de cultivaron en presencia de IFNγ [56] Pasada la incubación, fueron recogidas, 
marcadas y analizadas por citometría.
Como se puede observar en la figura 5A, la línea H413 expresa de forma constitutiva niveles muy 
bajos de los marcadores analizados, excepto CD40 cuya expresión es moderada. Tras el tratamiento con 
Bactek® se observa un incremento leve pero significativo de la expresión de CD86, CD80, CD40, HLA-
DR y CD83. Este incremento es mayor cuando las células se tratan con IFNγ, siendo más significativo 
el incremento de CD86, CD40, HLA-DR y MHC-I.
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La línea TR146 (Fig. 6), se comporta de forma similar a la línea H413. En condiciones basales 
presenta una expresión baja de los marcadores analizados, excepto CD40 cuya expresión es moderada. 
Tras el tratamiento con Bactek® se observa un leve incremento significativo de la expresión de CD86 
y CD40 y de MHC-I. El tratamiento con IFNγ incrementa la expresión de CD86, CD40 y MHC-I, pero 
sobre todo de HLA-DR. 
Figura 5. Expresión de marcadores de APCs en las células H413. A) Cuantificación de la intensidad 
media de fluorescencia (GMFI) relativa a la condición del medio de cada marcador. (*, p<0.005; **, 
p<0.01; ***, p<0.001). B) Histogramas de citometría de flujo mostrando la expresión en superficie de 
CD86, CD80, CD40, HLA-DR, CD83 y MHC-I, en su estado basal (Medio), estimuladas con Bactek® 
y con IFNγ. Mostrando en gris el control de isotipo y con la línea negra el marcaje en estudio.
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En cuanto a las células epiteliales primarias la expresión basal de los marcadores estudiados en las 
células epiteliales primarias de la mucosa oral (Fig. 7), es prácticamente imperceptible. Tras el trata-
miento con Bactek® se observa un leve incremento significativo de la expresión de CD86, CD80, CD40 
y HLA-DR. Con el tratamiento con IFNγ incrementan mínimamente los mismos marcadores que con el 
tratamiento con Bactek®: CD86, CD40, HLA-DR y MHC-I.
Figura 6. Expresión de marcadores de APCs en las células TR146. A) Cuantificación de la intensidad 
media de fluorescencia (GMFI) relativa a la condición del medio de cada marcador. (*, p<0.005; **, 
p<0.01; ***, p<0.001). B) Histogramas de citometría de flujo mostrando la expresión en superficie de 
CD86, CD80, CD40, HLA-DR, CD83 y MHC-I, en su estado basal (Medio), estimuladas con Bactek y 
con IFNγ. Mostrando en gris el control de isotipo y con la línea negra el marcaje en estudio.
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1.3. Producción de citoquinas por células epiteliales 
Está descrito en la literatura que las células epiteliales secretan citoquinas al medio de manera 
basal, para mantener la homeostasis y además son capaces de responder a estímulos, como antígenos in-
fecciosos, comida o comensales. [127], [31]. Por lo que quisimos estudiar la liberación de las citoquinas 
típicas de células epiteliales: IL1β, IL6, TNFα, IL8 y TSLP. Para ello, las líneas de células epiteliales 
primarias, H413, TR146 fueron estimuladas durante 48 horas con o sin Bactek®, pasado el tiempo de 
incubación, se recogieron los sobrenadantes de las células y se midieron por ELISA distintas citoquinas 
y quimioquinas.
Nuestros análisis revelaron que de forma constitutiva las células H413 y TR146 producen canti-
dades significativas de IL6 e IL8 (Fig.8). Tras el tratamiento con Bactek® las células responden incre-
mentando de forma significativa la liberación de IL6 e IL8. Sorprendentemente la capacidad de liberar 
Figura 7. Expresión de marcadores de APCs en las células epiteliales primarias. A) Cuantificación 
de la intensidad media de fluorescencia (GMFI) relativa a la condición del medio de cada marcador. (*, 
p<0.005; **, p<0.01; ***, p<0.001). B) Histogramas de citometría de flujo mostrando la expresión en 
superficie de CD86, CD80, CD40, HLA-DR, CD83 y MHC-I, en su estado basal (Medio), estimuladas 
con Bactek y con IFN. Mostrando en gris el control de isotipo y con la línea negra el marcaje en estudio
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IL1β, TNFα y TSLP es muy baja en estas células y no es modulada por la estimulación con Bactek ®, 
tampoco se encontró expresión de IL10 (datos no mostrados).
Las células epiteliales orales primarias secretan en general niveles más bajos de citoquinas que las 
líneas celulares (Fig.8), exceptuando la secreción TGFβ  que es moderadamente alta pero que disminu-
ye significativamente cuando se cultiva con Bactek®. Sorprendentemente, el Bactek® no tiene efecto 
alguno en la producción del resto de citoquinas analizadas en esta células.
2. Estudio de la respuesta de las células dendríticas condicionadas por las células epite-
liales de la mucosa oral.
Figura 8. Producción de citoquinas por las células epiteliales de la mucosa oral. La figura muestra 
los niveles de citoquinas detectados por ELISA en los sobrenadantes de cultivos de células epiteliales 
recogidos tras 48 horas de cultivo con o sin Bactek®.
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En la mucosa oral hay un gran número de células dendríticas, distribuidas tanto en la lámina pro-
pia como intercaladas entre el epitelio que actúan como células centinelas y son determinantes en la 
inducción de la respuesta inmune adaptativa. Se ha descrito que la respuesta de las DCs puede estar con-
dicionada por las células epiteliales [78, 128]. Por ello, aquí hemos estudiado de qué modo las células 
epiteliales orales pueden condicionar la respuesta de DCs derivadas de monocitos. 
Para estudiar este posible condicionamiento seguimos dos aproximaciones experimentales (Fig 9). 
En una se co-cultivaron DCs con las células epiteliales de la mucosa oral con o sin Bactek®, estando 
presente el estímulo durante el tiempo de cocultivo. Mientras que en la otra se cultivaron DCs medio 
condicionado de células epiteliales. Este medio condicionado contiene los sobrenadantes de cultivos de 
células epiteliales tratadas con o sin Bactek® durante 48 horas. En paralelo y como controles positivos 
se utilizaron cultivos de células dendríticas tratadas con Bactek® o LPS. 
Figura 9. Esquema representativo de la metodología utilizada. A) cocultivos de ECs y DCs durante 48 
horas con o sin Bactek®. B) Cultivos de DCs con medio condicionante de ECs previamente tratados o 
no con Bactek®. C) Cultivos de DCs con medio, Bactek® o LPS. En todas las condiciones se determinó 
por ELISA la liberación de citoquinas al medio y se analizó la expresión de marcadores en las DCs por 
citometría.
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2.1. Fenotipo y respuesta de células dendríticas condicionadas células epiteliales de la mucosa 
oral
Para estudiar el fenotipo y la respuesta de las células dendríticas condicionadas por células epite-
liales de la mucosa oral, se siguió el diseño experimental esquematizado en la figura 9. Por una parte 
realizamos el cocultivo de moDCs y las células de la mucosa oral de nuestro estudio: H413, TR146 y 
células epiteliales primarias, estimuladas 48 horas con o sin Bactek®. En paralelo, estimulamos las 
células epiteliales (H413, TR146 y ECs primarias) con o sin Bactek® durante 48 horas, para recoger 
el sobrenadante condicionado y añadírselo a las moDCs como medio de cultivo durante 48horas. Por 
último se estimularon o no moDCs con Bactek® o LPS durante 48 horas. Tras estos tratamientos se 
recogieron sobrenadantes de cultivo  para medir por ELISA las citoquinas: IL6, IL1β, IL12, IL8, TNFα, 
IL10, TGFβ y se analizaron los marcadores de superficie de maduración de las DCs: CD86, CD80, 
CD40, MHC-I y MHC-II (HLA-DR) por citometría.
2.1.1. Expresión de marcadores de maduración en las DCs condicionadas por las células epitelia-
les 
Los marcadores de maduración: CD86, CD80, CD40, MHC-I y MHC-II se analizaron en cada uno 
de los cultivos de DC descritos en la figura 9 para cada una de las células epiteliales por citometría de 
flujo.
El análisis de los resultados muestra que las DCs en ausencia de condicionamiento epitelial (DCs 
controles) producen bajos niveles de todos los marcadores estudiados que incrementan cuando se cul-
tivan con Bactek® o LPS. El tratamiento con LPS induce en las DCs un patrón similar de expresión 
de marcadores al producido por Bactek® (Fig. 10), lo que indica que el fármaco está induciendo su 
maduración. 
Cuando se realiza el mismo tipo de análisis en las DCs en contacto directo con las H413 (Fig. 10) 
observamos que en ausencia de Bactek® las células expresan niveles significativos de los marcadores 
CD86, CD40 y HLA-DR y no aumentan en presencia de Bactek®. Este mismo resultado se observa en 
las DC cultivadas con el medio condicionado por células epiteliales. Además la expresión de CD80 está 
incrementada en las DCs cultivadas con los medios condicionados por las H413. En conjunto estos re-
sultados indican que las células epiteliales por sí mismas, y sin necesidad de contacto directo, provocan 
una maduración parcial de las DCs y adicionalmente también impiden que se complete la maduración 
en presencia de estímulos como Bactek® o LPS. 
En las DCs condicionadas con TR146 (Fig. 11) observamos niveles significativos de CD86, CD40, 
HLA-DR y MHC-I que aumentan con Bactek®. Este efecto solo se observa cuando las DCs se cultivan 
directamente con las TR146, cuando se cultivan con medios condicionados de TR146 tratados con Bac-
tek® no hay incremento en la expresión de ninguno de los marcadores analizados.
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Figura 10 Expresión de marcadores de maduración en las DCs por citometría. Medida de la expresión 
de marcadores de superficie de las DCs en cocultivo o con los sobrenadantes condicionados de H413. 
A) GMIF relativa a las DCs sin estimular, tratadas con medio (negro) o Bactek (gris). B) Experimento 
representativo de la expresión de cada de uno de estos marcadores (en gris está representado el control 
de isotipo y en negro el marcaje en estudio).
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Por último, las DCs condicionadas con ECs primarias, directamente o indirectamente, tuvieron 
un comportamiento similar al descrito para las DC condicionadas por H413. Las DCs en ausencia de 
Bactek® expresan niveles de CD86, CD80 y HLA-DR mayores que las correspondientes DC sin condi-
cionar con células epiteliales. Además, el tratamiento de las DCs condicionadas con Bactek®, no parece 
tener efecto(Fig.12).
Figura 11. Expresión de marcadores de maduración en las DCs por citometría. Medida de la expre-
sión de marcadores de superficie de las DCs en cocultivo o con los sobrenadantes condicionados de 
TR146. A) GMIF relativa a las DCs sin estimular, tratadas con medio (negro) o Bactek (gris). B) Expe-
rimento representativo de la expresión de cada de uno de estos marcadores (en gris está representado el 
control de isotipo y en negro el marcaje en estudio).
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El cocultivo de DC y EC no es capaz de madurar completamente a la DC, ya que en ninguno de los 
casos hemos observado el incremento de todos los marcadores. Es sorprendente que en cocultivo, tanto 
con la línea H413 como con las células epiteliales primarias, Bactek® no ejerza ningún efecto sobre 
la maduración de las DCs. Sin embargo, los sobrenadantes condicionados por las ECs son capaces de 
modificar la expresión de distintos marcadores de superficie de las DCs, siendo capaces de madurarlas 
aunque no se llegue a alcanzar los niveles de expresión en DCs tratadas con Bactek® o LPS.
Figura 12. Expresión de marcadores de maduración en las DCs por citometría. Medida de la expre-
sión de marcadores de superficie de las DCs en cocultivo o con los sobrenadantes condicionados de 
células epiteliales primarias de la mucosa oral. A) GMIF relativa a las DCs sin estimular, tratadas con 
medio (negro) o Bactek (gris). B) Experimento representativo de la expresión de cada de uno de estos 
marcadores (en gris está representado el control de isotipo y en negro el marcaje en estudio).
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2.1.2. Producción de citoquinas por las DCs condicionadas por las ECs
En paralelo al análisis de los marcadores de maduración de las DCs en presencia de ECs, se analizó 
la presencia de citoquinas liberadas al medio en dichos cocultivos mediante ELISA (Fig 9). Las cito-
quinas analizadas (IL6, IL1β, IL12, IL8, TNFα, IL10, TGFβ) son típicas de la inmunidad innata y son 
capaces de condicionar la diferenciación de los linfocitos T CD4 con distintos fenotipos.
Como se observa en la figura 13, las células dendríticas sin condicionamiento epitelial secretaron 
en ausencia de estímulo bajos niveles de las citoquinas analizadas con la excepción de IL8 (casi 3000pg/
ml). En presencia de Bactek® las DCs incrementa enormemente la producción de IL6 (hasta 18000pg/
ml), TNFα (hasta 2000pg/ml), IL12 (hasta 8000pg/ml) e IL10 (hasta 200pg/ml) y disminuye ligeramen-
te la de TGFβ. Al cocultivar las DCs en presencia de la línea H413 la producción de todas las citoquinas 
es mínima excepto la de IL1β , que aumenta al tratar con Bactek®. En el caso del cultivo de las DCs con 
los medios condicionados por las H413, solo observamos niveles significativos de IL6 en ausencia de 
Bactek® y curiosamente disminuye en la condición con el preparado bacteriano.
Figura 13. Producción de citoquinas por DCs condicionadas por H413. Análisis por ELISA de la se-
creción de citoquinas indicadas por DCs en las siguientes condiciones: en medio, en cocultivo H413 o 
con el medio condicionado de H413. Las barras en gris representan el cultivo de células con Bactek®, 
mientras que en negro representan cultivos de células en medio
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Al contrario de las DCs sin condicionar, las DCs condicionadas directamente, en co-cultivo, con 
células TR146 (Fig 14) tratadas con Bactek® no producen cantidades significativas de citoquinas in-
flamatorias IL-6, IL-12 TNFα o IL10..Este mismo efecto se observa en la DCs cultivados con medios 
condicionados de células TR146. Las DCs cultivadas con medio condicionado de TR146, incrementan 
significativamente la producción de IL8. En general la presencia de Bactek® no produce grandes dife-
rencias en la respuesta de la DC condicionada por la TR146 o su medio de cultivo.
Figura 14. Producción de citoquinas por DCs condicionadas por TR146. Análisis por ELISA de la 
secreción de citoquinas indicadas por DCs en las siguientes condiciones: en medio, en cocultivo TR146 
o con el medio condicionado de H413. Las barras en gris representan el cultivo de células con Bactek®, 
mientras que en negro representan cultivos de células en medio
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Los resultados obtenidos con ECs primarias difieren cualitativamente a los obtenidos con el resto 
de líneas epiteliales con respecto a la producción de IL1β y TNFα. Así, las DCs en presencia de ECs 
primarias producen cantidades muy significativas de IL1β (>1200pg/ml) y también de TNFα (3000pg/
ml) (Fig.15), independientemente de la estimulación con Bactek®. Como en los casos anteriores la 
estimulación con Bactek® no es capaz de incrementar la producción de IL12 e IL6. Estos mismos resul-
tados se observan cuando las DCs se cultivan con medios condicionados de ECs con la excepción de la 
IL1β, cuya presencia es indetectable.
En conjunto los datos indican que el cultivo directo de la célula epitelial con la DC así como, el 
cultivo de las DCs con el sobrenadante condicionado por las ECs atenúa el efecto activador de Bactek® 
ya que en la mayoría de las citoquinas medidas no se observan diferencias significativas entre las esti-
muladas y las  no.
Figura 15. Producción de citoquinas por DCs condicionadas por células epiteliales primarias. Análi-
sis por ELISA de la secreción de citoquinas indicadas por DCs en las siguientes condiciones: en medio, 
en cocultivo ECs primarias o con el medio condicionado de ECs primarias. Las barras en gris represen-
tan el cultivo de células con Bactek®, mientras que en negro representan cultivos de células en medio.
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2.2. Respuesta de linfocitos T CD4 diferenciados con DCs condicionadas con células epiteliales
Las DCs son las APCs que tienen mayor capacidad para estimular linfocitos T naïve y condicionar 
su diferenciación, particularmente la de los linfocitos T CD4. Por ello, en este trabajo hemos comparado 
el fenotipo de LT CD naïve alogénicos estimulados y expandidos con DCs en presencia o ausencia de 
células epiteliales y de Bactek® en los cultivos (Fig. 16). Estos experimentos se han realizado con los 
tres tipos de células epiteliales (H413, TR146 y ECs primarias de la mucosa oral). Para caracterizar los 
LT CD4 estimulados se ha analizado por ELISA la producción de citoquinas: IFNγ, TNFα, IL6, IL4, 
TGFβ e IL10. Además analizamos por tinción intracelular y citometría la expresión factor de transcrip-
ción FoxP3 con el objeto de determinar si los linfocitos T CD4 se estaban diferenciando a linfocitos T 
reguladores.
Tal y como describimos en la introducción, la mucosa oral es un lugar rico en linfocitos CD4, sien-
do estos los linfocitos mayoritarios, jugando un papel muy importante en la inmunidad de la mucosa y la 
tolerancia [81] . Por ello decidimos estudiar hacia que fenotipo se polarizan los linfocitos T CD4 naive 
al ponerse en contacto con las DCs condicionadas por las ECs. 
Como se muestra en la figura 17, los LT CD4 estimulados con las DCs sin células epiteliales pro-
ducen grandes cantidades de IFNγ (>12000pg/ml), de IL6 (20000 pg/ml), que aumentan al estimularlos 
con Bactek®. También producen cantidades moderadas de TNFα y casi indetectables de TFGβ e IL4, 
que no cambian al incluir Bactek® al medio. Estos resultados indican que los LT CD4 se estimularon en 
ausencia de Bactek® debido probablemente a una activación alogénica.
Cuando analizamos los cocultivos de LT CD4 estimulados en presencia de células H413 (Fig 17) 
encontramos los mismos niveles de TNFα, IL6, TGFβ e IL10, que encontrábamos en el cultivo de DC 
y LT CD4. Sin embargo, los niveles de IFNγ disminuyen significativamente siendo casi indetectable, 
incluso con la presencia de Bactek®.
Figura 16. Esquema de la metodología seguida para determinar la diferenciación de LT CD4. A) Co-
cultivos de ECs y DCs durante 48 horas con medio o Bactek®, para después cultivar con LT CD4 naïve. 
B) Cultivos de DCs tratadas en medio o Bactek®  para después cultivar con LT CD4 naïve
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Cuando estimulamos los LT CD4 con DCs en presencia de la línea celular TR146 (Fig.18) la pro-
ducción de IFNγ es casi indetectable con o sin Bactek®. También observamos que la secreción de IL6 
es mucho menor que la que se observa sin la presencia de la TR146.
En los cultivos de LT CD4 estimulados con DCs en presencia ECs primarias de la mucosa oral (Fig 
19), se reproducen algunas de las observaciones obtenidas usando las líneas H413 y TR146. Compa-
rando con los LT estimulados en ausencia de ECs, de nuevo observamos cantidades muy bajas de IFNγ 
y de IL6, incluso en la presencia de Bactek® en los cultivos con las ECs primarias. A diferencia de 
los observamos en los cultivos de LT CD4 estimulados con DCs en ausencia y presencia de las líneas 
epiteliales H413 y TR146, los niveles detectados TNFα y IL10 superan los 1500 pg/ml  y aumentan en 
presencia Bactek®. 
Figura 17. Citoquinas en cultivos de DCs y linfocitos T naïve en presencia o no de H413. Análisis 
por ELISA de la secreción de citoquinas indicadas por DCs y LT CD4 naïve con en medio (negro) o 
Bactek® (gris), en ausencia de ECs o en presencia de H413. (n=3)
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Nuestros resultados indican los LT CD4 estimuladas con DC en presencia de Bactek® se diferen-
cian a un fenotipo productor de IFNγ, posiblemente Th1. En cambio cuando se estimulan en presencia 
de células epiteliales orales, el IFNγ es prácticamente indetectable indicativo de que posiblemente estos 
linfocitos no se estén diferenciando a Th1. Además descartamos que se diferencien a Th2 porque la pro-
ducción de IL4 es indetectable. En los cultivos de LT CD4 estimulados en presencia de ECs primarias 
se observa también niveles altos de TNFα y de IL10. 
Figura 18. Citoquinas en cultivos de DCs y linfocitos T naïve en presencia o no de TR146. Análisis 
por ELISA de la secreción de citoquinas indicadas por DCs y LT CD4 naïve con en medio (negro) o 
Bactek® (gris), en ausencia de ECs o en presencia de TR146 (n=3).
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En cuanto al análisis de marcadores de LT CD4, nos centramos en el análisis de CD25+ (marcador 
de activación) y FoxP3 (Treg). Los resultados aparecen reflejados en la figura 20. En los LT CD4 esti-
mulados con DC en ausencia de ECs observamos que el 37% están activados, expresan CD25 y el 1 % 
son FOXP3+ (Fig 21A). Estas poblaciones se mantienen cuando las células se tratan con Bactek®. En los 
LT CD4 estimulados en presencia de la líneas epiteliales la población CD25 representa tan solo el 8% y 
la población CD25+FoxP3+ sobre un 5% (Fig.21 BC). Estas poblaciones no se alteran con el tratamiento 
con Bactek®. En cambio, en los LT CD4 estimulados en presencia de ECs primaria las población CD25+ 
y CD25+FoxP3+ representan el 37% y el 14%, respectivamente.
Nuestros estudios muestran que los LT CD4 parecen no completar su diferenciación a Th1, ya que 
la citoquina estrella de estos linfocitos, IFNγ, se ve reducida hasta niveles casi indetectables, tampoco se 
diferencian a Th2, ya que no hemos detectado IL4 en ninguno de los cocultivos. Hay un porcentaje de 
linfocitos que se diferencias a Treg, esto está en consonancia con estudios anteriores que describen que 
existe entre 10-15% de Treg en la mucosa [81]. 
Figura 19. Citoquinas en cultivos de DCs y linfocitos T naïve en presencia o no de ECs primarias. 
Análisis por ELISA de la secreción de citoquinas indicadas por DCs y LT CD4 naïve con en medio (ne-
gro) o Bactek® (gris), en ausencia de ECs o en presencia de ECs primarias.
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Figura 20. Análisis por citometría de la expresión  factor de transcripción FoxP3. En las gráficas se 
muestra la expresión del marcador de activación CD25 (ordenadas) y del factor de transcripción FOXP3 
(abscisas) en LT CD4 .Experimento representativo de tres. En el panel A la doble expresión del control 
de isotipo, y de las LT CD4 en cultivos con las DCs en medio o Bactek. B) Cocultivo de LT CD4 con 
DCs y H413. C) Cocultivo de LT CD4 con DCs y TR146. D) Cocultivo de LT CD4 con DCs y ECs 
primarias de la mucosa oral
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3. Estudio de la respuesta de las células T CD4 estimuladas en presencia las células epite-
liales de la mucosa oral
Dado que las células epiteliales expresan marcadores típicos de APC y citoquinas moduladoras, 
estudiamos la interacción y el efecto condicionante de las ECs de forma directa sobre LT CD4, sin la 
presencia de DCs. Para sustituir a las DCs los LT CD4 se activaron con antiCD3 y antiCD28 (Fig 21) 
siguiendo el protocolo de otros estudios [129]. El efecto modulador de las células epiteliales se estudió 
realizando las estimulaciones de los LT CD4 en cultivo con las ECs, con o sin Bactek®, y con medio 
condicionado resultantes de cultivos de CE con o sin Bactek®.
3.1. Estudio de la respuesta de linfocitos T CD4 naïve en presencia de células epiteliales de la mu-
cosa oral
Para estudiar el condicionamiento de los LT CD4 naïve en presencia de la célula epitelial, se llevó 
a cabo según dos aproximaciones (Fig.22). La primera fue analizar el efecto del contacto directo de la 
célula epitelial junto con el LT CD4 naïve con o sin Bactek®. Y la segunda mediante el cultivo de los LT 
CD4 con medios condicionados previamente por las ECs primarias, H413 o TR146 con o sin Bactek®. 
Figura 21. Modelo de activación de los linfocitos T. Las señales de activación (1 y 2) que proporciona 
la célula dendrítica pueden ser sustituidas por anti-CD3•y anti-CD28.
Figura 22. Esquema representativo de la metodología utilizada. A) Cocultivos de ECs y LT CD4 naïve 
activados con antiCD3 y antiCD28 con o sin Bactek® para después medir por ELISA los sobrenadan-
tes tras 6 días de cultivo. B) Cultivos de LT CD4 naïve activados con antiCD3 y antiCD28 junto con 
sobrenadantes de ECs condicionados previamente con medio o Bactek®. C) Cultivos de LT CD4 naïve 
activados con medio o Bactek® durante 48 horas para recoger su sobrenadante y medir la producción 
de citoquinas por ELISA.
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Como control se cultivaron en las mismas condiciones LT CD4 naïve sin la presencia de la EC. Tras 6 
días de cultivo se recogieron los sobrenadantes y se midieron por ELISA las citoquinas: IFNγ, TNFα, 
IL2, IL4, TGFβ e IL10. 
Los linfocitos T CD4 naïve que han estado activados sin la presencia de la EC, secretan grandes 
cantidades de IFNγ (10000 pg/ml), de TNFα  e IL2 (>3000 pg/ml). El tratamiento con Bactek® incre-
menta más del doble de los niveles de IFNγ (Fig 23). Al analizar los cocultivos de las LT CD4 naïve en 
presencia de células H413, encontramos disminuidos drásticamente los niveles de IFNγ y de TNFα e 
incrementados incremento en los niveles de TGFβ e IL2, respecto a los LT CD4 sin la presencia de la 
EC, incluso con la presencia de Bactek®. En los cultivos con los medios condicionados por las H413 no 
se observa ningún cambio en las citoquinas liberadas respecto a las LT CD4 naïve cultivadas sin las ECs.
Figura 23. Citoquinas por linfocitos T naïve condicionados por H413. Análisis por ELISA de la se-
creción de citoquinas indicadas por LT CD4 naïve activados con antiCD3•y antiCD28 en las siguientes 
condiciones: en medio, en cocultivo H413 o con el medio condicionado de H413. Las barras en gris 
representan el cultivo de células con Bactek®, mientras que en negro representan cultivos de células en 
medio.
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Los sobrenadante de los LT CD4 cultivados con la línea TR146 (fig. 24), también muestran una 
disminución significativa de los niveles de IFNγ y TNFα y el incremento de la producción de TGFβ, 
no encontrando diferencias al estimular con Bactek®. En los cultivos de los LT CD4 con los medios 
condicionados por las ECs, solo se observa un descenso independiente del tratamiento con Bactek® en 
los niveles de IL2. 
Figura 24. Producción de citoquinas por linfocitos T naïve condicionados por TR146. Análisis por 
ELISA de la secreción de citoquinas indicadas por LT CD4 naïve activados con antiCD3•y antiCD28 
en las siguientes condiciones: en medio, en cocultivo H413 o con el medio condicionado de H413. Las 
barras en gris representan el cultivo de células con Bactek®, mientras que en negro representan cultivos 
de células en medio.
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En el caso de los LT CD4 naïve cultivados en presencia de las ECs primarias de la mucosa oral 
(Fig.25) se produce disminución de IFNγ, incluso con el tratamiento con Bactek®. 
Figura 25. Producción de citoquinas por linfocitos T naïve condicionados por ECs primarias. Aná-
lisis por ELISA de la secreción de citoquinas indicadas por LT CD4 naïve activados con antiCD3•y 
antiCD28 en las siguientes condiciones: en medio, en cocultivo H413 o con el medio condicionado de 
H413. Las barras en gris representan el cultivo de células con Bactek®, mientras que en negro repre-
sentan cultivos de células en medio.
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A grandes rasgos, nuestros datos indican que el cultivo de los LT CD4 naïve activados con antiCD3 
y anti CD28 produce un fenotipo Th1, determinado por la producción IFNγ e IL2. El contacto de estos 
linfocitos con la célula epitelial primaria de la mucosa oral induce una reducción drástica en la libera-
ción de IFNγ, y un incremento de TGFβ. Esta reducción de IFNγ no va acompañada de un incremento 
en IL-4 por lo que es poco probable que un cambio de perfil Th1 a Th2 tenga lugar. Por último el efecto 
que se observa, principalmente inhibiendo la producción de IFNγ, depende del contacto célula epite-
lial-linfocito T. 
3.2 Estudio de la respuesta de linfocitos T CD4 Th1 en presencia de células epiteliales de la mu-
cosa oral
 La diferenciación de los LT CD4 en presencia de las células epiteliales de la mucosa oral obser-
vamos un descenso drástico de los niveles de IFNγ, citoquina típica de los linfocitos Th1. Por ello nos 
planteamos estudiar si este efecto sería visible en una población Th1 diferenciada in vitro, por lo que 
repetimos el mismo tipo de experimento realizado en el apartado 3.1 pero esta vez con células T CD4 
Th1. Siguiendo el mismo procedimiento, cocultivamos estos linfocitos CD4 Th1 junto con las células 
epiteliales: H413, TR146 y ECs primarias de la mucosa oral, con o sin Bactek®, (Fig 26A). También 
cultivamos los LT CD4 Th1 con medios condicionados por las células epiteliales (Fig 26B). Y por úl-
timo, como controles de referencias cultivamos los LT CD4 Th1 sin la presencia de la célula epitelial 
tratadas con o sin Bactek® (Fig 26C). Tras 48 horas de cultivo medimos por ELISA solo las citoquinas 
que se veían alteradas: IFNγ, TNFα y TGFβ.
Figura 26. Esquema representativo de la metodología utilizada. A) Cocultivos de ECs y LT CD4 tota-
les activados con antiCD3/CD28 con o sin Bactek® para después medir por ELISA los sobrenadantes 
tras 48 de cultivo. B) Cultivos de LT CD4 totales activados con antiCD3/CD28 junto con sobrenadantes 
de ECs condicionados previamente con medio o Bactek®. C) Cultivos de LT CD4 totales activados con 
medio o Bactek durante 48 horas para recoger su sobrenadante y medir la producción de citoquinas por 
ELISA.
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Los LT CD4 Th1 activados producen una gran cantidad de IFNγ (3000 pg/ml),  niveles medios de 
TNFα (600 pg/ml) y bajos niveles de TGFβ (200 pg/ml), sin que se vean afectados por el tratamiento 
con Bactek® (Fig.27). Al cultivar los LT CD4 Th1 en presencia de las H413, se produce un descenso 
significativo de IFNγ y de TNFα, sin cambios con el tratamiento con Bactek®. En el caso de los cultivos 
de LT CD4 Th1 con los medios condicionados por las H413 no se observan cambios en la secreción de 
estas citoquinas respecto a la que producen los LT CD4 Th1.
Los cultivos de LT CD4 Th1 con las células TR146, producen una disminución en los niveles de 
IFNγ, viéndose ligeramente disminuidos los niveles de TNFα, de forma independiente a Bactek® (Fig 
28). En los cultivos de los LT CD4 Th1 con los medios condicionados por las TR146, se detecta el incre-
mento en la producción de IFNγ, no observándose diferencias significativas en el resto de condiciones
En el cocultivos de los LT CD4 Th1 con ECs primarias (Fig. 29), solo se observa un incremento 
significativo en la producción de TNFα cuando es estimulada con Bactek®. No viéndose cambios en el 
resto de condiciones.
Figura 27. Producción de citoquinas por linfocitos T Th1condicionados por H413. Análisis por ELI-
SA de la secreción de citoquinas indicadas por LT CD4 Th1 activados con antiCD3•y antiCD28 en las 
siguientes condiciones: en medio, en cocultivo H413 o con el medio condicionado de H413. Las barras 
en gris representan el cultivo de células con Bactek®, mientras que en negro representan cultivos de 
células en medio.
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Figura 28. Producción de citoquinas por linfocitos T Th1condicionados por TR146. Análisis por ELI-
SA de la secreción de citoquinas indicadas por LT CD4 Th1 activados con antiCD3•y antiCD28 en las 
siguientes condiciones: en medio, en cocultivo H413 o con el medio condicionado de H413. Las barras 
en gris representan el cultivo de células con Bactek®, mientras que en negro representan cultivos de 
células en medio.
Figura 29. Producción de citoquinas por linfocitos T Th1condicionados por ECs primarias. Análisis por 
ELISA de la secreción de citoquinas indicadas por LT CD4 Th1 activados con antiCD3•y antiCD28 en las 
siguientes condiciones: en medio, en cocultivo H413 o con el medio condicionado de H413. Las barras en 
gris representan el cultivo de células con Bactek®, mientras que en negro representan cultivos de células 
en mediosentan cultivos de células en medio.
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Nuestros resultados desvelan que a pesar de que el linfocito T CD4 esté diferenciado a Th1, el con-
tacto directo con la célula epitelial, es capaz de disminuir la cantidad de IFNγ en el medio. Sin embargo 
no somos capaces de detectar cambios tan claros en la disminución de TNFα o el incremento de TGFβ, 
como lo veíamos en el caso de los cultivos con LT CD4 naïve.
3.3 Estudio de la respuesta de linfocitos T CD4 totales en presencia de células epiteliales de la 
mucosa oral.
Puesto que no está descrita la composición de clases de LT CD4 no está descrita en la mucosa oral 
humana [81], estudiamos que ocurría en una población heterogénea de linfocitos T CD4 cuando estuvie-
se en contacto con células epiteliales de la mucosa oral. Siguiendo la metodología anterior, cultivamos 
los LT CD4 totales junto con las células epiteliales H413, TR146 y células epiteliales primarias de la 
mucosa oral (Fig.30). También se cultivaron los LT CD4 junto con los medios condicionados por las 
ECs y los LT CD4 sin presencia de la EC estimulados con o sin Bactek®.  Tras 48 horas en cultivo se 
recogieron los sobrenadantes para analizar por ELISA: IFNγ, TNFα, IL6, IL4, TGFβ e IL10.
Los LT CD4 totales secretan una alta cantidad de IFNγ (2000 pg/ml) que incrementa con el tra-
tamiento con Bactek® (Fig 31). Al cultivar los LT CD4 con las células H413 los niveles de IFNγ des-
cienden, siendo casi indetectables, los niveles de TNFα disminuyen a la mitad. Sin embargo, los niveles 
de IL6 y TGFβ incrementan, superando los 1500 pg/ml, sin verse afectados por Bactek®. Los LT CD4 
cultivados con los medios condicionados por las H413, producen niveles parecidos de IFNγ que los LT 
CD4 sin condicionar por las ECs. Además observamos un ligero incremento de IL6 que no varía con 
Bactek® respecto a los LT CD4 sin condicionar por las ECs. 
Figura 30. Esquema representativo de la metodología utilizada. A) Cocultivos de ECs y LT CD4 totales 
activados con antiCD3/CD28 con o sin Bactek® para después medir por ELISA los sobrenadantes tras 48 
de cultivo. B) Cultivos de LT CD4 totales activados con antiCD3/CD28 junto con sobrenadantes de ECs 
condicionados previamente con medio o Bactek®. C) Cultivos de LT CD4 totales activados con medio o 
Bactek durante 48 horas para recoger su sobrenadante y medir la producción de citoquinas por ELISAre-
lativa de CD25 D) Experimento representativo de la expresión de CD25.
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En los cocultivos de LT CD4 totales con las células TR146 (Fig. 32), observamos una disminución 
de los niveles de IFNγ, y el incremento en los niveles de IL6 (600 pg/ml) y TGFβ (200 pg/ml) respecto 
a los LT CD4 sin condicionar por las ECs, que es independiente del tratamiento con Bactek®. El cultivo 
de los LT CD4 totales con los medios condicionados por las TR146, produce un incremento de IL6 res-
pecto a los LT CD4 sin condicionar por las ECs.
Figura 31. Producción de citoquinas por linfocitos T totales condicionados por H413. Análisis por 
ELISA de la secreción de citoquinas indicadas por LT CD4 totales activados con antiCD3•y antiCD28 
en las siguientes condiciones: en medio, en cocultivo H413 o con el medio condicionado de H413. Las 
barras en gris representan el cultivo de células con Bactek®, mientras que en negro representan cultivos 
de células en medio
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Los cocultivos de LT CD4 activados junto con células epiteliales primarias de la mucosa oral mues-
tran (Fig. 33), al igual que en el cocultivo con las líneas epiteliales, muestran un descenso drástico de la 
producción de IFNγ y TNFα y un incremento de TGFβ, independiente de la estimulación con Bactek® 
en los cocultivos no se observan diferencias significativas. Al cultivar los LT CD4 con los medios con-
dicionados de las células epiteliales primarias, no se observan cambios en la producción de ninguna de 
las citoquinas analizadas respecto a los LT CD4 sin condicionar por las células epiteliales.
Figura 32. Producción de citoquinas por linfocitos T totales condicionados por TR146. Análisis por 
ELISA de la secreción de citoquinas indicadas por LT CD4 totales activados con antiCD3•y antiCD28 
en las siguientes condiciones: en medio, en cocultivo H413 o con el medio condicionado de H413. Las 
barras en gris representan el cultivo de células con Bactek®, mientras que en negro representan cultivos 
de células en medio
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Nuestros resultados indican que LT CD4 totales, son condicionados por las células epiteliales de 
la mucosa oral sufriendo una fuerte disminución en la secreción de IFNγ y aunque los valores no sean 
significativos, también se observa una disminución de la producción de TNFα, todo ello independiente 
del estímulo con Bactek®. Además se observa en el medio de cocultivo un incremento en la liberación 
TGFβ, aunque desconocemos si este aumento debido a la actividad de la célula epitelial, o es una con-
tribución de ambos tipos de células.
Figura 33. Producción de citoquinas por linfocitos T totales condicionados por ECs primarias. Aná-
lisis por ELISA de la secreción de citoquinas indicadas por LT CD4 totales activados con antiCD3•y 
antiCD28 en las siguientes condiciones: en medio, en cocultivo H413 o con el medio condicionado de 
H413. Las barras en gris representan el cultivo de células con Bactek®, mientras que en negro represen-
tan cultivos de células en medio.
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4. Estudio del efecto del cocultivo con las células epiteliales en los linfocitos T CD4
Para determinar los mecanismos por los que la célula epitelial modula el perfil de citoquinas que li-
beran los linfocitos T CD4, utilizamos como modelo el cocultivo de la línea H413 con los linfocitos CD4 
totales activados con anti CD3 anti CD28. En este modelo hemos observado que en los cocultivos con 
linfocitos T CD4 se produce una disminución de las citoquinas IFNγ y TNFα, además del incremento de 
TGFβ. En el contexto de este sistema experimental hemos querido profundizar estudiando el estado de 
activación del linfocito T, su capacidad de proliferar y su estado de viabilidad 
4.1. Análisis de marcadores de activación en linfocitos T CD4
Para analizar el estado de activación del linfocito T en presencia de la célula epitelial., analiza-
mos la expresión de dos marcadores de activación de los linfocitos T, el marcador CD69 de activación 
temprana y CD25, que forma parte del receptor de IL-2. El diseño experimental utilizado fue similar al 
esquematizado en figura 30: por una parte cocultivamos linfocitos T CD4 totales activados con antiCD3 
y antiCD28 con las células H413 tratados o no Bactek® y en paralelo como control se cultivó en las 
mismas condiciones los LT CD4 totales activados sin condicionamiento alguno de la célula epitelial. 
Tras 48 horas de cultivo recogimos las células y analizamos la expresión de CD25 y CD69 por citome-
tría de flujo.
Figura 34. Análisis de expresión de los marcadores de activación en linfocitos T CD4 totales. A) Re-
presentación gráfica de la GMIF relativa a los LT CD4 activados con anti CD3y antiCD28 del marcador 
CD69, en negro las células cultivadas en medio, en gris, estimuladas con Bactek, el primer bloque, LT 
CD4 y el segundo bloque de barras cocultivos de LT CD4 con ECs. B) Experimento representativo de la 
expresión de CD69 en cultivos de LT CD4 y cocultivos con ECs. C) Representación gráfica de la GMIF 
relativa de CD25 D) Experimento representativo de la expresión de CD25.
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En la figura 34A podemos observar que los LT CD4 totales activados tienen una elevada expresión 
del marcador CD69, que se mantiene con la estimulación con Bactek®. En los cocultivos con las ECs, 
sin embargo, se observa una reducción a la mitad de la expresión de este marcador. 
Al analizar la expresión de CD25, observamos que los LT CD4 activados también tiene una alta 
expresión de este marcador, tanto estimulada con Bactek como cultivada con medio. Al poner estos LT 
CD4 en cultivo con las H413, la expresión del marcador desciende de nuevo a la mitad (Fig. 34B).
Este tipo de efecto ha sido descrito previamente en la literatura en experimentos en los el cocultivos 
de linfocitos T CD4 con células epiteliales del colon produce un descenso de los niveles de CD25 en el 
linfocito T, requiriendo para ello el contacto directo de estas células [94]. Dado que los linfocitos T CD4 
en presencia de la célula epitelial producen menor cantidad de IFNγ  un posible mecanismo por el que la 
EC podría ejercer este efecto sería disminuir el estado de activación del linfocito T.
4.2. Estudio de la proliferación de LT CD4 en cocultivo con ECs
Nuestros resultados muestran que a pesar de estimular los linfocitos LT CD4  con antiCD3y an-
tiCD28 estos pierden su activación cuando están en contacto directo con las células epiteliales de la mu-
cosa oral. Por lo que nos planteamos estudiar si la proliferación estaba afectada. Para ello marcamos los 
linfocitos T CD4 con CFSE, molécula fluorescente que se une en la parte interna de la membrana celular. 
Tras sucesivas divisiones, la célula pierde la mitad de su marcaje, por lo que analizando la fluorescencia 
de la molécula por citometría podemos determinar el número de divisiones. Los LT CD4 marcados con 
CFSE fueron activados con anti CD3 y anti CD28 y cocultivados o no con ECs durante 6 días donde se 
analizó el nivel de CFSE por citometría. 
En la figura 35 se observa la proliferación de los LT CD4 activados, mostrando que las células se 
han dividido 6-7 veces en los 6 días de cultivo. En el cocultivo de LT CD4 y célula epitelial se observa 
el mismo número de divisiones, pero en esta ocasión, son pocas las células capaces de proliferar. Estos 
resultados están en total acuerdo con los observados en el apartado anterior, hay una menor expresión de 
marcadores de activación, especialmente de CD25, molécula implicada en la formación del receptor de 
IL2, interleucina inductora de  proliferación.
Figura 35. Análisis de la proliferación de los LT CD4 tras 6 días de cultivo. Los linfocitos T CD4 
fueron marcados con CFSE y activados con anti CD3 y anti CD28 en presencia o ausencia de células 
epiteliales.
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4.3. Análisis de la viabilidad de LT CD4 en cocultivo
Al detectar que disminuye la proliferación celular, así como la activación de los LT CD4 activados 
cuando están en cocultivo, quisimos determinar si la viabilidad de los LT CD4 estaba comprometida en 
presencia de la célula epitelial. Para ello utilizamos el método de tinción con Anexina V y 7AAD. La 
AnexinaV es una proteína recombinante que se une específicamente a residuos de fosfatidilserina, los 
cuales se encuentran expuestos en la cara externa de la membrana plasmática cuando la célula entra en 
apoptosis. El 7-AAD es un agente fluorescente intercalante del ADN incapaz de penetrar células intactas 
pero que  une el ADN de células  necrótica y es usado como marcador de viabilidad. 
Figura 36. Análisis de la viabilidad celular y apoptosis de LT CD4 en cocultivo con ECs de la mu-
cosa oral. A) Experimento ejemplo del estudio de la apoptosis, en ordenadas el marcaje con 7-AAD y 
en abscisas el marcaje con Anexina V . B) Representación gráfica del porcentaje relativo de células en 
apoptosis
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Repitiendo el mismo diseño experimental, realizamos el cultivo de LT CD4 activados con antiCD3 
y antiCD28 en presencia o ausencia de las ECs de la mucosa oral estimulados con o sin Bactek®. Pasa-
das las 48 horas de cultivo recogimos las células y las teñimos con Anexina V y 7-AAD. Los resultados 
muestran que en los LT CD4 cultivados en medio existe un 3% de células que entran en apoptosis (7-
AAD +, AnexinaV +), habiendo un 27% de células muertas (7-AAD+), y un 70% de LT CD4 vivas (Fig. 
36), no habiendo diferencias al tratarlas con Bactek®. Los LT CD4 en presencia de las ECs, presentan 
el doble de sus células en apoptosis (4%), en cuanto al número de células muertas, es del 25%, mismo 
valor que en los LT CD4 sin la presencia de la EC. A pesar de que los resultados nos muestren que hay 
un mayor porcentaje de células en apoptosis, el número de células apoptóticas es muy pequeño (4%), y 
el número de células muertas se mantiene, por lo que parece que el epitelio no está induciendo muerte 
en los linfocitos T CD4. 
4.4. Estudio de la supresión de PD-1 LT CD4
Con los datos obtenidos hasta el momento, una reducción de la activación determinada por la ex-
presión de CD25, una menor proliferación sin detectar alteraciones en muerte celular, que explicasen los 
cambios en el perfil de citoquinas, decidimos estudiar si los linfocitos T CD4 expresaban el marcador de 
muerte programada 1 o PD1. Esta proteína tiene un papel importante en el mantenimiento de tolerancia 
periférica, se expresa en linfocitos T  activados a través del TCR o a través de recetores de citoquinas. Su 
expresión es inducida factores de trascripción como FOXO1, Notch y IRF9 e inhibida por T-bet. Regula 
negativamente la actividad del linfocito T inhibiendo la vía PI3K-Akt de supervivencia y suprimiendo 
la liberación de IL-2 [130].En linfocitos T promueve la apoptosis en linfocitos antígeno específicos 
mientras que en linfocitos T reguladores reduce la apoptosis. Dada la importancia de este marcador en 
tolerancia quisimos cuantificar la expresión de esta proteína, y para ello cultivamos LT CD4 activados 
con antiCD3 y antiCD28 en presencia o ausencia de las ECs de la mucosa oral, estimulados o no con 
Bactek®. Tras 48 horas de incubación, analizamos la expresión de PD1 por citometría. En los LT CD4 
cultivados sin la presencia de la EC observamos una elevada expresión del marcador PD1 (Fig 37), no 
observándose diferencias significativas al tratarlas con Bactek. Los LT CD4 en presencia con las ECs se 
expresan menos PD1. 
Figura 37. Expresión de PD1 en los linfocitos T CD4 Experimento representativo de la expresión de 
PD1 en LT CD4 y cocultivos con ECs por citometría de flujo.
RESULTADOS
103
4.5. Capacidad de estimulación de los linfocitos tras el cultivo
Los datos analizados indican que LT CD4 en cocultivo con las ECs de la mucosa oral no tiene 
comprometida su viabilidad ni entran en apoptosis, no proliferan aunque  pierden su activación. A con-
tinuación nos planteamos estudiar si tras retirarlos del cocultivo con las células epiteliales y reactivarlos 
con antiCD3 y antiCD28 son capaces de secretar de nuevo citoquinas a niveles similares a los detectados 
previos al cocultivo. Realizamos cultivos de linfocitos T CD4 activados con anti CD3 y anti CD28 en 
presencia o ausencia con las células H413 tratados con o sin Bactek® durante 48 horas. A continuación, 
aislamos los LT CD4, y los reactivamos con antiCD3 y antiCD28 y los tratamos con o sin Bactek®. Tras 
otras 48 horas de cultivo se midieron por ELISA las citoquinas IFNγ, TNFα y TGFβ. 
Los LT CD4 totales producen altas cantidades de IFNγ (10000 pg/ml) y TNFα (1500 pg/ml) y can-
tidades moderadas de TGFβ (600 pg/ml), al ser estimulados con Bactek® incrementan la secreción de al 
menos el doble de cada una de las citoquinas (Fig. 38). En el caso de los sobrenadantes recogidos tras el 
cocultivo de ECs y LT CD4, se observa un descenso de la producción de IFNγ y TNFα y un incremento 
de TGFβ. Al aislar los LT CD4 del cocultivo con las ECs, ponerlos de nuevo en cultivo en ausencia de 
la EC y reactivarlos, se detecta: una pequeña producción de IFNγ, mucho menor a la producida por el 
linfocito T en ausencia de EC. Los niveles de TNFα y TGFβ  se reestablecen, aunque no son capaces de 
incrementar al estimular de nuevo con Bactek®.. En definitiva los datos indican que los linfocitos TCD4 
tras la activación en presencia de células epiteliales son parcialmente refractarios a nuevas activaciones 
y a la producción de IFNγ. 
Figura 38. Producción de citoquinas por linfocitos T CD4  totales condicionados por H413. Análisis 
por ELISA de la secreción de citoquinas indicadas por LT CD4 totales activados con antiCD3•y antiCD28 
en las siguientes condiciones: en medio, en cocultivo H413 o tras aislamiento los LT CD4 del cocultivo. 
Las barras en gris representan el cultivo de células con Bactek®, mientras que en negro representan cul-
tivos de células en medio
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4.6. Estudio de la respuesta de los LT CD4 en cocultivo tras el bloqueo de TGFβ
Puesto que TGFβ es una citoquina central con un papel importante en la inducción de tolerancia y 
en todos nuestros experimentos de cocultivo se encuentra de forma constante incrementada, decidimos 
determinar si esta citoquina podría jugar un papel en la supresión de la producción de IFNγ en el cocul-
tivo del LT CD4 y la célula epitelial.
La estrategia llevada a cabo fue bloquear el TGFβ soluble con anticuerpo anti-TGFβ y comprobar 
si los niveles de citoquinas IFNγ y TNFα en el medio se reestablecían. Para ello cultivamos las ECs 
durante 48 horas, pasado ese tiempo añadimos al cultivo distintas cantidades de anti-TGFβ: 20 ng/ml, 
300 ng/ml y 2.5 µg/ml  durante 4 horas para asegurarnos que el TGFβ soluble quedaba bloqueado y 
añadimos LT CD4 totales activadas con antiCD3 y antiCD28. Pasadas otras 48 horas, se recogieron los 
sobrenadantes y se midieron por ELISA las concentraciones liberadas de IFNγ y TNFα. 
Como en experimentos anteriores, los LT CD4 activados producen grandes cantidades de IFNγ y 
TNFα que son incrementados al estimularlos con Bactek® (Fig. 39). En el cocultivo de LT CD4 con 
las ECs H413 de nuevo observamos la disminución de los niveles de IFNγ y TNFα, pero al bloquear el 
TGFβ en el cocultivo no se consigue restablecer la producción de estas citoquinas producidas en el cul-
tivo original. Los resultados obtenidos parecen indicar que el TGFβ no es responsable de la disminución 
de las citoquinas proinflamatorias en el medio. Esto concuerda con el hecho de que los sobrenadantes de 
los EC no tienen el mismo efecto que el contacto directo célula EC- LT.
Figura 39. Producción de citoquinas por linfocitos T CD4  totales condicionados por H413. Análisis 
por ELISA de la secreción de citoquinas indicadas por LT CD4 totales activados con antiCD3 y an-
tiCD28 en cultivo con las células H413 y con distintas concentraciones de anti-TGFβ.
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5. Estudio del efecto de los linfocitos T CD4 sobre las células epiteliales 
Hasta ahora hemos abordado el estudio del efecto que  las células epiteliales de la mucosa oral 
ejercen sobre los linfocitos T CD4, pero también quisimos estudiar si la sopa de citoquinas liberadas por 
el linfocito T podría ejercer un efecto sobre las células epiteliales.
5.1. Estudio del efecto del medio condicionado por los LT CD4 sobre las ECs de la mucosa oral
Las células epiteliales pueden expresar receptores de IFNγ y TNFα por lo que comprobamos si 
nuestras células epiteliales de la mucosa oral los expresan. Por lo que estudiamos si las células epite-
liales H413 son capaces de unir el IFNγ y el TNFα presente en el medio y así modificar su estado de 
activación.  
Para abordar el efecto de los LT CD4 sobre las ECs, primero cultivamos LT CD4 activados con an-
ti-CD3 y anti-CD28 durante 24 horas para recoger el sobrenadante condicionado (sobrenadante inicial). 
Con este medio condicionado cultivamos las ECs durante 24 y 48 horas. Como referencia, cultivamos 
los LT CD4 sin presencia de la ECs. En los sobrenadantes medimos por ELISA: IFNγ. TNFα y TGFβ.
El sobrenadante de las LT CD4 (inicial) contiene altos niveles de IFNγ (1000 pg/ml), cantidades 
moderadas de TNFα (800 pg/ml) y baja cantidad de TGFβ (50 pg/ml) (Fig.40). En los cultivos de ECs 
con medio condicionado por los LT CD4, observamos que los niveles de IFNγ  TNFα disminuyen a la 
mitad a las 24 horas y 48 horas de cultivo (Fig 40),  sin embargo, se observa un incremento de TGFβ, a 
las 24 horas y un ligero incremento más a las 48 horas.
Figura 40. Análisis de citoquinas tras el condicionamiento de las células epiteliales H413 con medio 
de LT CD4 activados. Análisis por ELISA de la secreción de citoquinas indicadas por LT CD4 totales 
activados con antiCD3•y antiCD28 y en cultivo de H413 con el sobrenadante inical a las 24 horas y 48 
horas.
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Los resultados muestran que la célula epitelial de la mucosa oral utiliza y consume parte de las 
citoquinas IFNγ y TNFα producidas por los LT CD4. Esto podría explicar la bajada de estas citoquinas 
en el cocultivo, no obstante los niveles de citoquinas gastados por la célula epitelial representan solo el 
50% de los producidos por el linfocito T y no explicarían la fuerte bajada de IFNγ, a niveles casi inde-
tectables en los cocultivos. Por otra parte observamos un aumento en la cantidad de TGFβ producido 
principalmente por la ECs, que serían las principales contribuyentes a la producción de esta citoquina 
en el cocultivo.
5.2 Estudio de la expresión de marcadores de superficie en ECs condicionadas por LT CD4 
Tras comprobar que algunas citoquinas del sobrenadante son consumidas por las ECs,  quisimos 
comprobar si estas generan una respuesta en ellas. Para ello nos planteamos estudiar fenotípicamente las 
ECs que habían sido cultivadas con medios procedentes de LT CD4 activados, analizando por citometría 
de flujo la expresión de los marcadores de superficie: MHC-I, CD40 y HLA-DR. Para ello cultivamos 
LT CD4 activadas con antiCD3 y anti CD28 durante 24 horas y utilizamos este sobrenadante como me-
dio condicionado de cultivo de las células epiteliales de la mucosa oral H413. Por otra parte realizamos 
el cultivo de ECs en presencia o ausencia de los LT CD4.
Figura 41. Análisis de expresión de los marcadores en ECs de la mucosa oral condicionadas por linfoci-
tos T activados. A) Representación gráfica de la GMIF para los marcadores MHC-I, CD40 y HLA-DR. 
. B) Experimento representativo de la expresión de los marcadores estudiados.
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Las H413 expresan de manera constitutiva MHC-I y CD40 (Fig. 41). En cocultivo con linfocitos 
T incrementan significativamente los niveles de MHC-I y HLA-DR, mientras que no se observaron 
variación en los niveles de CD40. Las ECs condicionadas con sobrenadantes de los LT CD4, muestran 
el mismo efecto que en presencia del linfocito T CD4, incrementando los niveles de MHC-I, CD40 y 
HLA-DR. Por tanto la presencia del linfocito T activado o los factores liberados al medio por este mo-
difican la expresión de moléculas presentadoras de antígeno y del marcador de cooperación CD40 en la 
célula epitelial de la mucosa oral 
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DISCUSIÓN
1. Las células epiteliales de la mucosa oral responden a estímulos bacterianos
La inmunidad de la mucosa oral es la encargada de neutralizar antígenos extraños, evitar infeccio-
nes y colonizaciones de microorganismos patogénicos y para ello ha desarrollado mecanismos de defen-
sa de tipo inflamatorio. Además la mucosa oral ha de tomar continuamente decisiones sobre el tipo de 
respuesta inmunológica que debe desarrollar cuando entra en contacto con microorganismos comensales 
y alimentos no patogénicos. Para ello dispone de mecanismos de inducción de tolerancia que junto a las 
repuestas inflamatorias son desencadenados con el fin de mantener la defensa y homeostasis del tejido.
Las células epiteliales de la mucosa oral son las células mayoritarias a las que se le ha atribuido un 
papel de barrera física, pero también forman parte de la respuesta inmune, ya que son las primeras célu-
las que entran en contacto con los antígenos externos y pueden comunicar su presencia al medio interno 
a través de señales, como citoquinas o mediante la expresión de marcadores de superficie. Su función es 
por tanto la de actuar como primera defensa con un papel importante en la inmunidad innata.
Nuestros estudios muestran que las células epiteliales de la mucosa oral son capaces de responder 
a estímulos bacterianos (Bactek®) y a IFNγ expresando en su superficie moléculas presentadoras de 
antígeno MHC-I, MHC-II y bajos niveles de moléculas coestimuladoras CD86, CD80, CD40 y CD83, 
aunque de manera basal solo hemos podido encontrar una clara expresión de CD40 (Fig 42). Este feno-
tipo está en consonancia con estudios previos, donde células epiteliales de la mucosa oral expuestas a 
bacterias vivas incrementan la expresión de MHC-II, CD80 y CD86 [11]. Otros estudios muestran que 
las células epiteliales de la epidermis son capaces de responder a estímulos inflamatorios como el IFNγ 
incrementando los niveles de HLA-DR y MHC-I en superficie [56], además este tipo epitelial también 
es capaz de expresar CD80 tras la exposición a alérgenos y mediadores inflamatorios [131, 132]. Las 
células epiteliales del colon en ratón muestran un incremento de la expresión de MHC-II, al igual que 
en células epiteliales del intestino de ratón cuando son estimulados por IFNγ.[54, 133]. Otros estudios 
describen inducción en la expresión de MHC-II, CD80 y CD40 bajo la estimulación bacteriana no solo 
en células epiteliales de intestino [134], sino también en células epiteliales de las vías aéreas [8, 28, 95, 
135, 136]. Es remarcable que a pesar de que la expresión de estos marcadores es mínima en epitelios no 
activados e inducida bajo estímulo, la expresión de CD40 es constitutiva en varios epitelios como el de 
las vías aéreas, del timo, intestino, córnea e hígado [135]. Se ha propuesto que esta molécula estimula la 
expresión de los mediadores inflamatorios IL8, RANTES, MCP-1 o ICAM-1[137].
Estos datos sugieren que las células epiteliales de la mucosa oral tienen la maquinaria para actuar 
como APC no profesionales, aunque debido a la baja expresión de las moléculas coestimuladoras y este 
proceso no sería el mismo que el de las APCs profesionales. En relación con esto, estudios anteriores 
sugirieron que a pesar de que las células epiteliales del intestino de roedor expresan MHC-II y MHC-I 
además de CD58 y gp180, el procesamiento y presentación difiere al de una APC. No está claro el tipo 
de respuesta que induciría la presentación de antígeno por parte de la célula epitelial en linfocitos T, 
podría inducir homeostasis, tolerancia, inflamación, citolisis o actividad supresora [138-141]. 
DISCUSIÓN
112
Junto a la expresión de marcadores de maduración de APCs hemos estudiado la producción de 
citoquinas al estimular las células epiteliales de la mucosa oral con Bactek®. De manera constitutiva, 
las líneas celulares H413 y TR134 liberan altas concentraciones de IL6 e IL8 y esta secreción se ve 
incrementada con la estimulación con Bactek® (Fig.42). Hay una gran cantidad de líneas epiteliales de 
distintos orígenes que secretan de manera constitutiva IL6 [142], esta citoquina tiene varias funciones, 
es un regulador de la respuesta inmune y de la inflamación, también está involucrada en el proceso de 
proliferación celular, la supervivencia y por tanto se ha involucrado en tumorogénesis de las células 
epiteliales [143, 144]. La secreción de IL6 además es incrementada ante la presencia de bacterias, así 
líneas celulares epiteliales procedentes del tracto urinario y del intestino responden positivamente a la 
estimulación con bacterias gram-negativas liberando esta citoquina [145]. Esta producción de IL6 tam-
bién puede verse incrementada en células del epitelio intestinal (Caco-2) al estimularse con mediadores 
pro-inflamatorios como IL1β o TNFα [146]. Estudios realizados en células epiteliales de la mucosa oral 
han encontrado inducida la secreción de IL6 e IL8 al ser estimuladas con un modelo de infección de 
periodontitis [9]. En células epiteliales del tracto respiratorio también se ha observado incremento de 
IL6 e IL8 en repuesta a un estímulo catiónico, otorgándoles un papel iniciador en la inflamación [147]. 
Por su parte IL8 es un factor quimiotáctico de neutrófilos, puede actuar también como elemento clave 
para evitar la invasión de bacterias y mantener la adherencia, como describen en los trabajos de adhe-
rencia de infecciones en las encía [148] y la infección de Helicobater pylory en las células epiteliales 
del estómago [149, 150]. 
Por tanto la expresión constitutiva en las líneas epiteliales de IL6 e IL8 puede ser debida a que ac-
túan como factores necesarios para la supervivencia de la célula epitelial e incrementan en respuesta a 
la vacuna bacteriana, probablemente para iniciar un proceso de inflamación y evitar así la colonización 
generalizada bacteriana. 
En cuanto a las células epiteliales primarias de la mucosa oral, nuestros resultados indican que no 
liberan cantidades significativas de las citoquinas y quimioquinas estudiadas, excepto TGFβ que se se-
creta en cantidades moderadas de manera constitutiva y cuya producción se ve disminuida al estimular 
las células epiteliales con Bactek®. Esta secreción constitutiva de TGFβ podría tener un papel en la 
función en el mantenimiento de la homeostasis de la mucosa oral y tolerancia frente a la gran cantidad 
de microorganismos con los que entrarían en contacto. En este sentido se ha descrito que el mecanismo 
responsable de la homeostasis en la mucosa pulmonar depende de la secreción de TGFβ, cuya función 
principal es inducir la tolerancia [89, 151]. TGFβ tienen un papel dual, por una parte es un agente antiin-
flamatorio, promoviendo la transcripción de Foxp3 facilitando la generación de linfocitos T reguladores 
Figura 42. Respuesta de las células epiteliales de la mucosa oral a Bactek®. Las ECs de la mucosa 
oral expresan constitutivamente CD40, IL6, IL8 y TGFβ al ser estimuladas con Bactek® la expresión 
de CD40 apenas varía, incrementando la secreción de IL6 e IL8
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e inhibiendo a los LT Th1 y Th2 inhibiendo la producción de T-bet y GATA3, respectivamente. Por otra 
parte, puede tener un papel proinflamatorio promoviendo la diferenciación de LT Th17 si además hay 
presencia de IL6 en el medio y la diferenciación a LT Th9 si hay IL4 [152, 153].  Estudios previos han 
comprobado que el TGFβ mantiene la homeostasis en las mucosas, ya que la falta de este induce proce-
sos de inflamación [154]. 
2. Las células dendríticas condicionadas por las células epiteliales de la mucosa oral ma-
duran parcialmente siendo incapaces de responder a estímulos
El sistema inmune de la mucosa oral tiene un elaborado mecanismo para mantener la homeostasis 
inmunológica, siendo las células dendríticas de la mucosa oral las principales encargadas de inducir la 
inmunidad o la tolerancia.[2]
Nuestros resultados muestran que las células dendríticas derivadas de monocitos son capaces 
de madurar en presencia de Bactek®, incrementado todos los marcadores de maduración analizados: 
CD80, CD86, CD40, HLA-DR y MHC-I (Fig. 43A) siendo los niveles de activación comparables a los 
que producen con el estímulo de LPS. Esta maduración producida por la vacuna bacteriana es expli-
cable ya que aunque no se trate de bacterias vivas, éstas siguen manteniendo la integridad de su pared 
bacteriana [155],
Nuestros resultados muestran que el contacto directo de la célula epitelial con la célula dendrítica, 
es capaz de madurar parcialmente a la célula dendrítica, incrementando al doble la expresión basal de 
CD86, CD40 y HLA-DR, aunque no llega a adquirir los niveles de maduración (Fig. 43B y C). A pesar 
de esta maduración parcial en ausencia de estimulo, la célula dendrítica no consigue madurar correcta-
mente cuando es tratada con Bactek®, manteniendo niveles de marcadores de maduración similares a 
cuando no es estimulada, siempre en presencia de la célula epitelial. 
El hecho de que la célula epitelial incremente la expresión basal de marcadores de maduracion 
en la célula dendrítica ha sido descrito en otros tipos celulares. Estudios anteriores describieron que el 
contacto de las células epiteliales de las vías aéreas eran capaces de incrementar los niveles de CD80 en 
las células dendríticas cuando estaban en contacto directo [156, 157]. En estudios con células epiteliales 
renales tubulares observaron que el contacto directo con DCs derivadas de monocitos incrementan los 
niveles de expresión de CD80, CD86, HLA-DR y CD40, siendo los niveles de expresión inferiores a las 
DCs tratadas con LPS [158], por lo que el contacto con las células epiteliales está suprimiendo la correc-
ta maduración de las DCs. Lo mismo observaron en celulas epiteliales pigmentanrias de la retina, donde 
estaba alterada la expresion de CD80, CD86 y HLA-DR en las células dendríticas maduras al entrar en 
contacto estas células epiteliales [159]. En el intestino, el contacto de célula epitelial y célula dendritica 
induce la expresión de CD86 y CD40, siendo responsable de un estado tolerogénico [160-162].
Por tanto la suma de estas evidencias sugiere que la interacción directa entre célula dendrítica y 
célula epitelial de la mucosa oral estimula a la célula dendrítica para que madure parcialmente. Esta baja 
expresión de marcadores de maduración por la célula dendrítica es considerada como responsable de un 
estado tolerogénico, siendo incapaz de responder correctamente a estímulos y de inducir la activación 
de los linfocitos T. 
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 En cuanto a las citoquinas producidas, las células dendríticas estimuladas con Bactek® obser-
vamos que las células dendríticas produjeron altos niveles de TNFα, IL12, IL6, e IL10 respecto a las 
células dendríticas sin estimular (Fig.43A). Son numerosos los estudios de estimulación de células den-
dríticas con bacterias, donde se describe el incremento en la liberación de citoquinas proinflamatorias, 
por ejemplo, la estimulación de las células dendríticas con Salmonella induce en éstas la secreción de 
grandes cantidades de citoquinas proinflamatorias como IL8, IL1β TNFα, e IL12, responsables de la 
inducción de un proceso de inflamación y la diferenciación de linfocitos T CD4 hacia Th1 [13, 160]. 
En nuestros ensayos el tratamiento con Bactek® induce en la célula dendrítica la expresión de IL-10, 
citoquina relacionada con la tolerancia. La liberación de esta citoquina por las célula dendrítica no es 
inusual ya que algunos estudios han encontrado que las células dendríticas al ser estimuladas con otros 
inmunomoduladores bacterianos no solo incrementan la secreción de citoquinas proinflamatorias, sino 
la secreción de IL10 [155]. Por tanto es posible que la presencia de bacterias no vivas o latentes induzca 
tanto citoquinas proinflamatorias, como IL10. 
En cambio, en contacto directo de células dendrítica con células epiteliales de la mucosa oral o con 
medio condicionado por las células epiteliales se detectaron IL12, IL6, IL10 y TGFβ, y al estimular los 
cultivos con Bactek® no obtuvimos diferencias en el patrón de secreción respecto a los no estimulados 
(Fig. 43B ).
Estudios de otros grupos también han detectado la producción de niveles elevados de IL10 en el 
medio en cocultivos de células epiteliales del intestino junto con células dendríticas [163]. También 
en cocultivos de células epiteliales intestinales y células dendríticas, se observó una producción cons-
titutiva de TGFβ, que incrementaba al estar ambas células en contacto directo y que no se inducía por 
estímulos bacterianos, en contraposición con la secreción de IL6, IL12 e IL10 que se veía incrementada 
por la estimulación de los cocultivos con bacterias [162]. Aunque es en principio difícil de explicar, 
esta discrepancia de sus resultados con los nuestros podría ser debida a que en dicho estudio se trata al 
cocultivo con bacterias vivas. En el epitelio pulmonar en estudios de respuestas a agentes como el polen 
ocurre un fenómeno parecido al observado en nuestros resultados; el contacto con el epitelio incrementa 
los niveles de IL12 e IL10 producidos por la célula dendrítica, pero estos no se ven alterados al ser es-
timulados con polen [157].
Nuestros datos junto con los descritos anteriormente, sugieren que las células dendríticas son con-
dicionadas por las células epiteliales para inhibir una respuesta inflamatoria, ya que no son capaces de 
responder correctamente a estímulos, cuando están en contacto directo la célula epitelial y la célula den-
drítica. La presencia de IL10 y TGFβ en los cocultivos además, sugiere que podrían estar polarizándose 
a células dendríticas tolerogénicas. 
 Además, en nuestros cocultivos de células dendríticas y células epiteliales orales primarias de-
tectamos elevados niveles de IL1β, TNFα e IL10 inducidos por el contacto directo, independientemente 
de la presencia del estímulo (Fig.43C). Estudios en el epitelio de las vías aéreas se ha descrito que la 
secreción de IL1β incrementa la secreción de TNFα induciendo un proceso inflamatorio incrementando 
en las células epiteliales la expresión del receptor de TNFα [164]
Esto podría indicar que las células primarias de la mucosa oral tienen una mayor capacidad para 
inducir en la célula dendrítica tanto una respuesta inflamatoria como para inhibirla. 
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Figura 43. Respuesta de DCs a Bactek® en ausencia o presencia de células epiteliales. A) Respuesta 
de las células dendríticas al Bactek® caracterizada por una alta expresión de marcadores de maduración 
y presentación antigénica y la elevada producción de TNFα, IL12 e IL6. B) Respuesta del cocultivo de 
células dendríticas con células epiteliales y Bactek®, disminuyen CD40, CD86 y MHC-II, disminuye la 
secreción de IL12, IL6 y TNFα, incrementándose la de TGFβ. C) Respuesta de DC cultivada con medio 
condicionado por las EC. D) Respuesta de DC cultivada con medio condicionado por las EC primarias.
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3. El cocultivo de células dendrítica y células epiteliales modifica el estado de activación 
y diferenciación de linfocitos T CD4 naïve
Nuestros resultados sugieren que en cocultivo con las células epiteliales, las células dendríticas 
podrían adquirir un estado tolerogénico caracterizado por una deficiente expresión de marcadores de 
maduración, el incremento en la liberación de IL10 y TGFβ. Este perfil tolerogénico se caracteriza por 
inducir inhibición de respuestas Th1/Th2 y por la inducción en el linfocito T de un fenotipo regulador.
Nuestros resultados muestran que al cultivar linfocitos T CD4 naïve con el cocultivo de las líneas 
epiteliales TR146 y H413 y las células dendríticas, hay una disminución de la activación en el linfocito 
T, además de una supresión de la diferenciación hacia Th1, Th2, ya que no encontramos secreción de 
IFNγ o IL4. La expresión de Foxp3 se encuentra ligeramente aumentada, sin embargo la ausencia de 
expresión del marcador CD25 nos impide concluir que aumente la población de linfocitos T reguladores 
(Fig. 44B).
En cambio, las células epiteliales primarias en cocultivo con las células dendríticas no inhibe la 
activación de los linfocito T determinada por la expresión de CD25, y un 19 % de la población se dife-
rencian a Treg (Fig.44C). No obstante se produce un bloqueo de la diferenciación a Th1 y Th2, ya que 
no somos capaces de detectar IFNγ o IL4, respectivamente. Estos datos sugieren que en cierta medida 
las células epiteliales inducen un perfil tolerogénico en la célula dendrítica que conduce a una inhibición 
de las respuestas Th1 y a un incremento de los linfocitos T reguladores 
En otros estudios realizados con células epiteliales de la mucosa de las vías aérea, observaron 
también una disminución del 50% de la activación de los linfocitos, en cuanto a la diferenciación de los 
linfocitos T CD4 observaron que en presencia de alérgenos se iniciaba una respuesta Th2 con secreción 
de IL4 [156, 157]. En células epiteliales de las vías aéreas también se observó que solo cuando la célula 
epitelial estaba en contacto con la célula dendrítica, se disminuía la activación de las células T y además 
se inhibía la producción de las citoquinas IFNγ, IL5, IL17 y TNFα. Los autores demostraron que este 
efecto fue debido a la activación de varios mecanismos: por una parte a que ciertas células se diferencia-
ban a Treg, en parte a la producción de TGFβ soluble y posiblemente el mayor efecto fue mediado por 
las células epiteliales proporcionando a través de su membrana una inhibición dependiente de contacto 
[165]. Otros estudios relacionados con células epiteliales del colon también describen la inhibición de la 
activación de los linfocitos T en presencia de células dendríticas y células epiteliales, con un bloqueo en 
la respuesta Th1, aunque con una inducción de la respuesta Th2 y de Treg [13, 15, 161]. 
Nuestros datos difieren de los anteriores, en que en el cocultivo con células primarias de la mucosa 
oral la activación no es inhibida aunque la diferenciación a Th1 si es suprimida. Esto puede ser debido a 
la presencia de IL10 que se produce en el cocultivo de las células dendríticas con las células epiteliales 
primarias. La IL10 es liberada principalmente por macrófagos, DC y linfocitos T, sin embargo también 
puede ser liberada por células epiteliales con expresión dependiente de tejido. Mientras que EC de las 
vías aéreas no expresan IL10 [98, 166], esta es producida por las células epiteliales del intestino a muy 
bajo nivel regulando la integridad del tejido. En nuestro estudios en el epitelio oral la liberación de IL10 
no es detectable incluso tras la activación con Bactek® (datos no mostrados), no obstante su expresión 
podría incrementar modulada por la acción de la DC. Un fenómeno similar se ha descrito en epitelio 
intestinal que induce la liberación de IL10 en presencia de macrófagos activados por LPS [167]. En 
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cualquier caso el incremento en la liberación en IL10 inhibiría el fenotipo Th1 del linfocito T. Además 
la liberación de IL10 podría promover de la diferenciación del 20% de los linfocitos hacia Treg, indu-
ciendo la expresión de FoxP3, que contribuiría a la inhibición observada del linfocito T CD4 efector.
Por lo tanto, el mecanismo por el que el contacto directo de célula epitelial junto con la célula den-
drítica impide la activación en linfocitos T CD4 naïve e inhibe básicamente la diferenciación a Th1 no 
está aún descrito, aunque todo apunta a la existencia de factores solubles inhibitorios que solo se liberan 
cuando están en contacto directo: como mucinas inhibitorias (MUC-1, prostaglandinas, glucocorticoi-
des o citoquinas inhibitorias [94, 168]). 
4. Inhibición de la respuesta Th1 de los linfocitos CD4 por contacto directo con las célu-
las epiteliales 
Una vez analizado el condicionamiento que las células epiteliales ejercen sobre las células den-
dríticas y a su vez sobre la diferenciación de linfocitos CD4 naïve, donde observamos que se suprimía 
la activación y la diferenciación hacia Th1. Quisimos conocer el tipo de condicionamiento que podría 
tener la célula epitelial directamente sobre el linfocito T, ya que en la mucosa hay una gran cantidad de 
linfocitos, entre los cuales el 80 % son T CD4. 
Quisimos determinar el efecto de las células epiteliales directamente sobre la población de linfo-
citos T CD4, en contacto directo o a través de medios condicionados previamente por las células epi-
teliales. Estudiamos si se producía condicionamiento en el proceso de activación y diferenciación del 
linfocito T naïve tras su activación usando anticuerpos anti CD3 y anti-CD28. De igual forma quisimos 
determinar si la célula epitelial podría condicionar la respuesta de linfocitos T diferenciados in vitro 
hacia el perfil Th1 y bloquear un programa de diferenciación ya iniciado. Y con la misma metodología 
estudiamos el efecto de los linfocitos T CD4 totales cuando están el contacto con las células epiteliales, 
comprobando que ocurriría en una población heterogénea de linfocitos T, como podría ocurrir en el 
ambiente de la mucosa. Nuestros estudios de condicionamiento de linfocitos T CD4 naïve, T CD4 Th1 y 
Figura 44. Diferenciación de LT CD4 naïve en presencia de DCs con Bactek®. A) Los LT CD4 di-
ferenciados en presencia de la DC y Bactek® incrementa la expresión de CD25 del LT e incrementa la 
secreción de IFNg. B) En presencia de la EC, los LT CD4 diferenciados con DC y Bactek® disminuyen 
su activación y se bloquea la secreción de IFNC) En presencia de ECs primarias, los LT diferen-
ciados con DCs y Bactek® mantienen su activación e incrementan la secreción de TNF e IL10.
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T CD4 totales, mostraron por una parte, que el medio condicionado por las células epiteliales de la mu-
cosa oral no ejercían ningún tipo de condicionamiento. Sin embargo, en el contacto directo de la célula 
epitelial junto con los linfocitos T CD4 se producía una supresión de los niveles de IFNγ detectados en 
los sobrenadantes, acompañado de una reducción drástica de los niveles de TNFα y un incremento de 
TGFβ, no observando cambios con el tratamiento con Bactek® (Fig.45)
Son pocos los estudios realizados en los que se analice el efecto de la célula epitelial sobre el lin-
focito T, no obstante existen datos proporcionado por el grupo de Cruickshank, realizados con células 
epiteliales del colon en los que se ha descrito que el cultivo de las células epiteliales con linfocitos T 
en ausencia de células dendríticas disminuye la producción de IFNγ y TNFα cuando están en contacto 
directo, mientras que no se veía afectada la activación ni la producción de citoquinas cuando los linfo-
citos T eran cultivados con medios condicionados por las células epiteliales [94]. Este efecto también se 
ha observado en células epiteliales de la retina, donde el contacto de estas células epiteliales junto con 
linfocitos T CD4 activados, inhibe la producción de IFNγ y este efecto no es dependiente del TGFβ, ya 
que al bloquearlo con anticuerpos solubles el efecto no era revertido [40, 169]. En estudios con células 
epiteliales biliares han demostrado que estas son capaces de inhibir directamente la activación de los 
linfocitos T incluso activándolos con PHA, anti-CD3 o con antígenos, comprueban por citometría de 
flujo que el marcador CD45RO es disminuido [10]. 
Por tanto nuestros datos están en entera consonancia con los descritos para otras células epiteliales 
las cuales disponen de mecanismos para suprimir en el linfocito T la producción de IFNγ  y TNFα. Es 
remarcable que esta inhibición está acompañada por un aumento de hasta 10 veces de la  producción de 
TGFβ. Desconocemos exactamente si este incremento es debido a la actividad de la célula epitelial, si 
es liberado por el linfocito o la suma de ambos. No obstante si este aumento en la liberación de TGFβ se 
debe mayoritariamente a la actividad del linfocito T, podríamos proponer que el epitelio está induciendo 
en el linfocito T CD4 una polarización hacia linfocito Th3 productor de TGFβ. 
Figura 45. Respuesta de los linfocitos T activados con antiCD3 y anti-CD28 a Bactek®. A) Los LT 
activados incrementan la expresión de CD25 y la secreción de TNFα e IFNγen respuesta a Bactek. B) 
La presencia de la EC suprime la activación del LT CD4 y bloquea la liberación de IFNγ, disminuye la 
de TNFα e incrementa la secreción de TGFβ.
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5. Estudio de los mecanismos por los que las células epiteliales median la supresión de los 
linfocitos T CD4
Puesto que hemos observado que el contacto con las células epiteliales suprime la activación del 
linfocito T, así como inhibe la respuesta Th1 quisimos estudiar en mayor detalle los mecanismos de in-
hibición de la función de los linfocitos T CD4. Los análisis de expresión de los marcadores de activación 
CD25 y CD69 mostraron que el contacto con la célula epitelial induce una reducción en la expresión 
de los mismos. En consonancia con la disminución de CD25 observamos un descenso drástico en la 
proliferación de los linfocitos T cuando son cocultivados con células epiteliales. Esta disminución en la 
expresión de CD25 e inhibición de la proliferación celular ha sido descrita por otros como resultado del 
cultivo de los linfocitos T CD4 en contacto directo con células epiteliales del intestino, biliares o de la 
retina [10, 40, 94, 159] .
Se desconocen los mecanismo por los que se inhibe la expresión de CD25 y la proliferación celular 
del linfocito T. Efectos inhibidores del linfocito T similares a los ejercidos por las células epiteliales 
han sido descritos para las células estromales mesenquimales (MSC). Cocultivo en presencia de las 
MSC inhibe la expresión de CD25, CD69 en distinto tipos de linfocitos y los mecanismo de inhibición 
propuestos son la expresión de TGFβ y HGF, sin embargo anticuerpos bloqueantes para estos factores 
no restablecen la expresión de CD25 y CD69 en los linfocitos T. Estudios recientes han demostrado 
que el efecto inhibidor que ejercen las MSC sobre los linfocitos T es mediado por el óxido nítrico 
(NO) liberado por la MSC que activa la vía mTOR para suprimir la expresión de CD25 [170].Aunque 
este metabolito no ha sido estudiado en nuestro sistema, cabe destacar que las células epiteliales de la 
mucosa gastrointestinal producen óxido nítrico en un mecanismo dependiente de NFkB [171]. Por otro 
lado diversos estudios en células epiteliales del colon indican que el NO incrementa la producción de 
IFNγ, TNFα e IL6 exacerbando la colitis ulcerosa [172]. Dado que en nuestro sistema se produce una 
inhibición de la proliferación y activación del linfocito T, acompañado de un bloqueo del perfil Th1 es 
difícil explicar el complejo fenotipo que induce la célula epitelial de la mucosa oral en el linfocito T 
basándonos solo en la liberación de NO. 
Aunque los linfocitos T CD4 en contacto con las células epiteliales de la mucosa oral no proliferan, 
tampoco entran en un estado de muerte celular programada, como demuestran las tinciones con Anexi-
na V y el marcador de viabilidad 7 ADD. Esta misma observación, una falta de apoptosis asociada a la 
inhibición de la activación del linfocito T, ha sido descrita por otros en estudios realizados cocultivando 
células epiteliales biliares con linfocitos T [10], en cocultivos de células epiteliales del colon con linfo-
citos T CD4 [94] o en células epiteliales tubulares del riñón [96]. 
En relación con la apoptosis, los últimos estudios indican que la muerte celular programada no deja 
indiferente a las células vecinas. En concreto las células epiteliales sufren de forma regular apoptosis 
como mecanismo de recambio celular, sin que se desarrolle un proceso de inflamación. Esta apoptosis 
parece ser que sirve como mecanismo para modular la actividad de las células dendríticas asociadas a 
la mucosa intestinal. En concreto la fosfatidilserina expuesta en la cara externa de la membrana en las 
células epiteliales apoptóticas interacciona con molécula CD300a en la célula dendrítica y señaliza inhi-
biendo la producción de IFNβ [173] No podemos descartar que un proceso similar tenga lugar entre la 
célula epitelial y el linfocito T ya que el receptor CD300a se expresa también en linfocitos Th1. CD300a 
contiene un ITIM en su región citoplasmática que recluta fosfatasas como SHP-1, SHP-2 y SIHP inhi-
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biendo la activación del linfocito T [174].
Otro mecanismo por el que se podría estar produciendo la supresión de la activación de los linfoci-
tos T CD4 activados es a través de la molécula de TGFβ liberada al medio ya que se le ha atribuido una 
función en el bloqueo de la proliferación y diferenciación a Th1 [175]. Por ello bloqueamos la unión 
de TGFβ a su receptor añadiendo un anticuerpo anti-TGFβ bloqueante en los cocultivos de células 
epiteliales de la mucosa oral junto a linfocitos T CD4. Sin embargo tras analizar los sobrenadantes del 
cocultivo no observamos cambios significativos en la secreción de IFNγ o TNFα, por lo que dedujimos 
que el TGFβ no era el responsable de este efecto, ya que su bloqueo no era capaz de revertir la inhibición 
mediada por la célula epitelial. Distintos estudios proponen al TGFβ como candidato de la supresión de 
la actividad de los linfocitos T condicionados por células epiteliales, sin embargo ninguno de ellos ha 
sido capaz de demostrar que esta citoquina sea la responsable de la supresión, proponiendo todos ellos 
la existencia de otros factores solubles inhibitorios además de la necesidad del contacto directo para que 
se lleve a cabo esta inhibición [13, 17, 94, 156, 157, 161]. Así, en el caso de estudios con células epite-
liales del colon de ratón donde al bloquear el TGFβ soluble con anticuerpos anti- TGFβ  y anti-LAP no 
son capaces de deshacer la inhibición de la progresión del ciclo celular que provoca la el contacto de las 
células epiteliales con los linfocitos T[94].
La inhibición inducida en el linfocito T CD4 por las células epiteliales parece ser parcialmente re-
versible. Los linfocitos T aislados del cocultivo y reactivados con antiCD3 y anti CD28 son capaces de 
producir TNFα y TGFβ a niveles similares a los que produce un linfocito T CD4 activado en ausencia de 
condicionamiento por la célula epitelial. Sin embargo la producción de IFNγ se recupera parcialmente 
ya que representa solo un 25% del IFNγ producido por el linfocito T en ausencia de condicionamiento. 
En otros estudios, tras el aislamiento del cocultivo con células epiteliales del colon y la reestimulación 
de los LT CD4 con anti-CD3 o PMA/ ionomicina los LT CD4 activaron de nuevo el ciclo celular y vol-
vieron a expresar altos niveles de CD25. También se observó que se recuperaba la proliferación de los 
linfocitos que habían sido cultivos con células epiteliales tubulares del riñón, tras aislarlos y estimularlos 
con anti-CD3 y anti-CD28 [94, 96]. 
Otra evidencia importante en nuestros estudios es que las células epiteliales son capaces de retirar 
las citoquinas IFNγ y TNFα liberadas al medio por el linfocito T. No obstante la retirada de estas cito-
quinas por la célula epitelial representa solo el 50% liberado por el linfocito al medio. Este consumo es 
una de las causas que contribuyen a la bajada de IFNγ pero por si solo no explica los bajos niveles de esta 
citoquina en el medio del cocultivo. El consumo de IFNγ y TNFα puede ser mediado por la presencia de 
receptores para estas dos citoquinas que en los análisis por microarrays veíamos expresados. Receptores 
de estas citoquinas se han descrito en el epitelio de las vías aéreas receptores tipo I y II de IFNγ [176-
178], y en células epiteliales de colon, receptores de TNFα [179-182].
Puesto que los linfocitos no eran capaces de activarse, ni proliferar, pero tampoco estaban murién-
dose, pensamos que posiblemente estén entrando en un estado de anergia, definiendo anergia como un 
estado duradero de inactividad total o parcial [105]. Nuestros datos no muestran que se esté sobreexpre-
sando PD-1 en los linfocitos T CD4 cuando están en cultivo con las células epiteliales, todo lo contrario 
la expresión de este marcador disminuye en el cocultivo. Pensamos que esta inhibición es consecuencia 
de la falta de activación del linfocito T en el que no solo se inhibe la expresión de marcadores de acti-
vación tempranos como CD69 y CD25, sino que también inhibe marcadores de activación tardíos como 
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PD-1. 
Nuestros datos sí que indican que tiene lugar un incremento de la expresión de MHC-II y CD40 en 
las células epiteliales cuando están en contacto directo con el linfocito T y con los medios condicionados 
de los LT CD4. No podemos descartar que las células epiteliales orales puedan presentar antígeno vía 
MHCII a los linfocitos T. Recientemente se ha descrito que células epiteliales de la retina pulsadas y car-
gadas con péptidos, pueden presentar antígeno a los linfocitos T CD4 induciendo en ellos un estado de 
anergia. Este estado se caracterizó porque los linfocitos T expresaron CD25, CD69 y CD44 en respuesta 
al antígeno sin embargo a pesar de que sobreviven no proliferaron ni producen citoquinas como IL2, 
IFNγ e IL17, manteniéndose en este estado irreversiblemente [183]. Es por tanto posible que las células 
epiteliales orales presenten antígenos a los linfocitos T CD4 induciendo en ellos un estado anérgico en 
el que los linfocitos sobrevivan, pero no expresan marcadores de activación ni proliferen.
Una molécula que recientemente ha adquirido relevancia por su papel en anergia y tolerancia oral 
es GRAIL, una  E3 ubiquitin ligasa de transmembrana. Se ha implicado en la inducción de anergia en el 
linfocito T al marcar para su degradación a varias moléculas clave en la activación del linfocito T como 
el mismo TCR. Se ha descrito que esta molécula no solo tiene papel en anergia sino también en toleran-
cia oral. En ratones GRAIL-/- se observa una hiperactividad de los linfocitos con un incremento en la 
producción de IFNγ, pero no de IL4 o IL17, existiendo una ausencia de fenotipo anérgico y de tolerancia 
a antígenos administrados oralmente [184]. Desconocemos si esta molécula está implicada en la induc-
ción de anergia observada en nuestros experimentos pero sería un buen candidato para explicar la falta 
de activación y proliferación de los linfocitos T CD4 en cultivo con células epiteliales de la mucosa oral. 
En resumen, nuestros datos indican que distintos mecanismos podrían operar en el efecto que las 
células epiteliales de la mucosa oral ejercen sobre los linfocitos T CD4 con los que está en contacto 
directo. En ausencia de células dendríticas, la célula epitelial oral inhibe en el linfocito T la capacidad 
de liberar citoquinas proinflamatorias como IFNγ y TNFα. Además inhibe la expresión de marcadores 
de activación CD25, CD69 y PD-1 e inhibe su proliferación, todo ello sin afectar a su supervivencia. 
Este efecto no parece ser mediado por TGFβ ya que su bloqueo no restablece, al menos, la liberación 
de citoquinas proinflamatorias.  En contacto con la célula epitelial el linfocito T queda en un estado 
semi-refractario a nuevas activaciones. Todo esto apunta a que el linfocito T podría entrar en un estado 
de anergia. Dicha anergia podría estar inducida por el aumento en la expresión de moléculas MHC-II 
en el epitelio oral en ausencia de coestimulación, o por la existencia de otros factores supresores de ac-
tivación. Adicionalmente, en presencia de la célula dendrítica y el epitelio oral primario, el linfocito T 
adquiere un fenotipo regulador que junto a la anergia contribuiría al mantenimiento de la tolerancia oral.
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1. Las células epiteliales orales primarias pueden mantenerse en cultivo durante al menos 8 días en 
medio CNT-24 carente de suero.
2. Las líneas epiteliales orales H413 y TR146 expresan CD40 de manera constitutiva. El tratamien-
to con Bactek® y particularmente con IFNγ de estas células induce además la expresión de MHC-I, 
MHC-II y moléculas coestimuladoras CD80 y CD86. Las células epiteliales primarias solo expresan 
cantidades significativas de MHC-II tras el tratamiento con IFNγ.
3. Las líneas epiteliales orales H413 y TR146 secretan IL6, IL8 y TGFβ de manera constitutiva. 
El tratamiento con Bactek® incrementa la secreción de IL6 e IL8. Las células epiteliales primarias solo 
producen cantidades significativas de TGFβ y su secreción disminuye con el tratamiento con Bactek®. 
4. Las células dendríticas estimuladas con Bactek® en presencia de células epiteliales o medios 
condicionados por estas células maduran parcialmente y secretan patrones diferentes de citoquinas a los 
liberados en ausencia de condicionamiento epitelial. Particularmente hay una disminución dramática de 
la secreción de IL12 y un aumento de IL10.
5. El primado de linfocitos T CD4 naïve con células dendríticas expuestas a Bactek® en contacto 
con células epiteliales primarias induce la expansión de linfocitos no productores de IFNγ con aumento 
de una población de linfocitos T CD4 CD25+FoxP3+. En cambio, la activación/diferenciación de linfo-
citos T CD4 está bloqueada cuando se emplean las líneas epiteliales H413 y TR146.
6. El contacto directo de las células epiteliales de la mucosa oral con linfocitos T CD4 (naïve, Th1 
o totales) estimulados con anti-CD3 y anti-CD28 bloquea la liberación de IFNγ y TNFα e incrementa 
la de TGFβ.
7. El contacto directo de células epiteliales H413 con linfocitos T CD4 bloquea su activación con 
anti-CD3 y anti-CD28, a juzgar por los bajos niveles de expresión de CD25, CD69 y de proliferación, 
sin inducir expresión de PD1, apoptosis o muerte del linfocito T.
8. El TGFβ no es el responsable de la inhibición de activación de los linfocitos T en contacto con las 
células epiteliales, ya que el uso de anticuerpos bloqueantes no revierte la inhibición de IFNγ y TNFα. 
9. Los linfocitos T CD4 condicionados por células epiteliales H413 quedan en un estado de se-
mi-anergia, no produciendo niveles normales de IFNγ cuando son reestimulados con anti-CD3 y an-
ti-CD28. 
10. Los linfocitos T CD4 activados con anti-CD3 y anti-CD28 condicionan la respuesta de las cé-
lulas epiteliales H413, incrementando su expresión de MHC-I, MHC-II.
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Concerns that variola virusesmight be used as bioweapons have renewed the interest in developing new and safer smallpox vaccines.
Variola virus genomes are now widely available, allowing computational characterization of the entire T-cell epitome and the use of
such information to develop safe and yet effective vaccines. To this end, we identified 124 proteins shared between various species of
pathogenic orthopoxviruses including variola minor and major, monkeypox, cowpox, and vaccinia viruses, and we targeted them
for T-cell epitope prediction. We recognized 8,106, and 8,483 unique class I and class II MHC-restricted T-cell epitopes that are
shared by all mentioned orthopoxviruses. Subsequently, we developed an immunological resource, EPIPOX, upon the predicted T-
cell epitome. EPIPOX is freely available online and it has been designed to facilitate reverse vaccinology.Thus, EPIPOX includes key
epitope-focused protein annotations: time point expression, presence of leader and transmembrane signals, and known location
on outer membrane structures of the infective viruses. These features can be used to select specific T-cell epitopes suitable for
experimental validation restricted by single MHC alleles, as combinations thereof, or by MHC supertypes.
1. Introduction
Smallpox was a devastating contagious disease that ravaged
humankind for millennia, wiping out entire civilizations [1].
The disease was caused by two types of variola virus (VARV),
major and minor, which differed greatly in their average
mortality rates: 30% versus 1%, respectively. VARVmajor was
themost prevalent form [2, 3]. Systematic vaccination against
smallpox began in the early 19th century but the disease
lingered until the World Health Organization (WHO) initi-
ated worldwide vaccination campaigns in 1967. The last case
was reported in Somalia in 1977 and in May 1980 the WHO
declared that smallpox had been eradicated, ceasing vaccina-
tion [1, 2]. Eradication was facilitated because there are no
animal reservoirs for the virus, as it only infects humans [4].
VARV belongs to the Orthopox genus of the Poxviridae
family, consisting of large double-stranded DNA viruses that
replicate in the cytoplasm of infected cells [5, 6]. Poxviruses
are large and complex with ∼250 genes and a multistage life
cycle, producing different infective forms including intracel-
lular mature virions (IMV) and extracellular enveloped virus
(EEV) [5, 6]. Humans can be infected by several poxviruses;
the closest to VARV that are also pathogenic to humans are
vaccinia (VACV), cowpox (CPXV), andmonkeypox (MPXV)
viruses [7, 8]. The primary reservoir of MPXV is rodents
[9], while CPXV has the broadest animal reservoir range
of all poxvirus, including cats, dogs, elephants, and rodents
[10]. Historically, VAVC has been considered to emerge after
repeated passages from an ancestral CPXV [11]. However,
phylogenetic studies question that view and there are some
speculations that VACV could be a horsepox virus (HPXV)
[12]; yet both, the host and origin of VACV, remain unknown
[13]. VACV and CPXV infections in humans are gener-
ally mild and self-limiting and can induce cross-protective
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immunity [14]. The observation that CPXV sufferers did
not get smallpox led Edward Jenner in 1798 to introduce a
method of vaccination through scarifications with Variolae
Vaccinae, Latin, for CPXV [15]. Immunization with CPXV
was eventually displaced by VACV vaccine, which was used
subsequently for global smallpox vaccination [12].
As smallpox was eradicated and vaccination ceased, the
global population has become increasingly susceptible to
both smallpox and zoonosis by orthopoxviruses [8, 9]. People
under 30 have no immunity against these viruses and VACV-
induced immunity is waning in those that were vaccinated
[16]. Despite recommendations by the WHO, stockpiles of
smallpox virus had never been destroyed and there are con-
cerns that unregistered stocks could be used as a weapon of
bioterrorism [17]. Several featuresmake smallpox amajor ter-
rorist threat. It replicates easily, is aerosolizable, and is highly
contagious before, during, and after disease onset. Moreover,
smallpox is lethal and disfiguring and has already been used
as a biological weapon in North America during the French
and Indian Wars [18]. Thus, there is renewed interest in the
development of vaccines against smallpox, particularly safer
ones, since immunization with VACV can result in serious
adverse events and it is considered risky in immunocompro-
mised or immune-suppressed individuals [19].
Immune protection against orthopoxviruses requires
both B and T cells [20] but the relevance of T cells is
paramount. CD8 T cells are required to eliminate infected
cells, while help by CD4 T cells is essential to elicit effective
humoral responses [21]. Thus, people with dysfunctional
humoral responses (e.g., agammaglobulinemia) can be vac-
cinated with VACV, while those with loss of T cells cannot as
they can suffer severe disease [22]. T-cell immune responses
are triggered by the recognition of foreign peptides bound
to cell surface-expressed major histocompatibility complex
(MHC) molecules, also known as human leukocyte antigens,
HLA, in humans. CD4 T cells recognize peptides presented
byMHCclass II (MHC II)moleculeswhileCD8T cells recog-
nize peptides presented by MHC class I (MHC I) molecules.
Advances in both immunology and genomic analysis
offer new possibilities for eliciting immune protection with-
out the requirement for live-virus vaccination and atten-
dant complications. The identification of HLA class I and
class II restricted T-cell epitopes (CD8 and CD4 T-cell
epitopes, resp.) from poxviruses may allow us to develop
safe and yet immunogenic peptide-based vaccines. Here,
we describe the identification of protein antigens that are
shared between several pathogenic orthopoxviruses, includ-
ing VARV,MPXV, CPXV, and VACV, and T-cell epitopes that
are identical in all selected proteins. This information was
used to create a freely accessible web resource, EPIPOX: URL
http://imed.med.ucm.es/epipox/, intended to facilitate the
design of epitope-based vaccines against orthopoxviruses.
2. Materials and Methods
2.1. Orthopoxvirus Sequences and Experimentally Defined T-
Cell Epitopes. In this study, we used the entire proteomes
of 8 orthopoxviruses: VARV major, strain Bangladesh-1975,
Table 1: Orthopoxviruses used in this study.
Virus Strain ACC Genes
VARV major Bangladesh-1975 L22579 189
VARV major India-1967 NC 00161 197
VARV minor Garcia-1966 Y16780 206
MPXV Zaire-96-I-16 NC 003310 191
CPXV Brighton Red AF482758 218
VACV Copenhagen M35027 262
VACV Tian Tan AF095689 243
VACV Ankara∗ U94848 157∗Modified strain that has lost the ability to replicate; VARV: variola virus;
MPXV: monkeypox virus; CPXV: cowpox virus; VACV: vaccinia virus.
GenBank Accession: GB: L22579; VARV major, strain India-
1967, GB: NC 00161; Variola major minor, strain Garcia-1966,
GB: Y16780; Monkeypox virus, strain Zaire-96-I-16, GB:
NC 003310; Cowpox virus strain, strain Brighton Red, GB:
AF482758, Vaccinia virus, strain Copenhagen, GB: M35027;
Vaccinia virus, strain Tian Tan, GB: AF095689; Vaccinia
virus, strain Ankara, GB: U94848. The proteomes were
obtained from the various translation features of the relevant
GenBank genomic records using BIOPERL [23] (Table 1).
We also used experimentally defined poxvirus-specific
HLA I and HLA II-restricted T-cell epitopes that were
retrieved from the IEDB [24] and EPIMHC [25] databases.
We only considered unique T-cell epitope sequences with
a size of 9 amino acids that were reported to be identified
in humans infected with orthopoxviruses or who were
vaccinated. We provide a list of experimentally defined T-cell
epitopes as supplementary material in Additional File S1 in
Supplementary Material available online at http://dx.doi.org/
10.1155/2015/738020.
2.2. Protein Sequence Analyses and Annotations. We took
VARV major, strain Bangladesh-1975, as the reference for
subsequent sequence analyses. We identified proteins with
leader signals using SIGNALP [26] and transmembrane
regions using TMHMM[27].We identified protein orthologs
using BLAST [27]. Briefly, we first BLAST the reference
proteins against formatted databases of each of the remaining
orthopoxvirus proteomes. We performed BLAST searches
with default settings and considered only the description of
the first hit and the corresponding alignment. Subsequently,
we selected those protein searches that gave hits in each of the
proteomes with identities greater than 60% and identified the
corresponding orthologs.We used BIOPERL to parse BLAST
hits [23].
Information on the temporal expression of VACV genes
was kindly provided by Dr. Lefkowitz from the Poxvirus
Bioinformatics Resource Center [28]. The information con-
sisted on annotations identifying those genes that are
expressed early (E), intermediate (I), and late (L) during
the life cycle of VACV. This information is provided as
supplementary material in Additional File S2. In addition,
we identified, from the data provided by Dr. Lefkowitz, gene
products associatedwith the outermembranes of VACV IMV
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Figure 1: EPIPOX database structure. EPIPOX is a relational database consisting of three main tables: peptides, predictions, and proteins.
Table names are boxed with double lines. For each table, we show their fields and boxed with single lines the fields that work as table keys.
For fields taking discrete nominal values, we show them between square brackets.
and EEV infective forms, as well as those proteins that are
part of the VACV virion or CORE. This information is also
included as supplementary material in Additional File S2.
Protein annotations obtained for VACV were transferred to
protein orthologs.
2.3. Prediction of T-Cell Epitopes. We predicted MHC I and
MHC II peptide binding to anticipate potential CD8 and
CD4 T-cell epitopes, respectively. Specifically, we predicted
peptide-MHC binding from VARV Bangladesh proteins that
are shared between all selected orthopoxviruses using 32
HLA I- and 33HLA II-allele specific position-specific scoring
matrices (PSSMs) [29–31]. For a given protein, we considered
the top 2% and 4% of scoring peptides to constitute HLA I-
andHLA II-binding peptides, respectively.We only predicted
binding for peptides of nine residues; most HLA I-restricted
peptides are 9 residues in length and while HLA II-restricted
peptides vary in length (9–22 amino acids) they have a
core of 9 residues that anchor the peptide in the binding
groove of HLA II molecules [30, 32]. We also used N-
gram language models to identify whether peptides can be
generated from the source antigen by proteasomal cleavage
[33]. This information is only relevant to HLA I-binding
peptides, sincemost peptides presented byMHC I are derived
from antigens degraded by the proteasome [34].
2.4. Database Building and Web Server Implementation.
Predicted T-cell epitopes and obtained protein annotations
were incorporated into a POSTGRES relational database.
The database consists of 3 tables (peptides, predictions, and
proteins) that are linked through unique keys (Figure 1).
Briefly, table predictions contains peptide sequences and their
MHC restriction elements; table peptides includes the peptide
molecular weight, its protein accession number, and whether
the peptide is cleaved by the proteasome; and table pro-
teins contains gene product information including temporal
expression (E: early, I: intermediate, and L:late), location
in the virus (IMV, EEV, and CORE), and the existence of
leader and transmembrane regions. We also developed a
web front end or GUI to allow ready access to EPIPOX.
Behind the interface is a Python script that handles database
queries through underlying SQL. The EPIPOX resource is
implemented on an Apache Web server under the Mac OSX
operating system.
3. Results and Discussion
3.1. Epitope-Vaccine Design against Orthopoxviruses. T-cell
adaptive immunity is required for clearance of poxviruses
during infection and/or vaccination and can also contribute
to protective immunity from subsequent exposures [35, 36].
Moreover, peptides corresponding to VACV-specific CD8
T-cell epitopes can confer protection to mice subjected to
lethal VACV challenges [37]. Fueled by the need to develop
safer smallpox vaccines, such knowledge has led to the
recent identification of many VACV-specific T-cell epitopes
[37, 38]. These T-cell epitopes are deposited haphazardly in
various specialized databases, including IEDB [24], EPIMHC
[25], TEPIDAS [39], and AntiJen [40]. Of relevance for
epitope-vaccine design, CD8 T-cells target primarily early
and nonstructural gene products [41, 42]. CD4 T cells target
late and the most abundant genes products (IMV and EEV
membrane proteins and CORE proteins), as do antibodies
[42, 43]. While some of the identified VAVC-specific T-
cell epitopes are conserved in VARV a rational approach
to identifying all potential T-cell epitopes eliciting cross-
protective immunity is still required.
3.2. Shared Orthopoxvirus Proteins for Cross-Protective Immu-
nity. Nearly all orthopoxviruses can protect against chal-
lenge with another orthopoxvirus [14]. This exquisite cross-
protective immunity is likely a result of direct antigenic simi-
larity between poxviruses.Therefore, prior to defining poten-
tial T-cell epitopes we identified shared antigens between
pathogenic orthopoxviruses. Identification of shared anti-
gens is also relevant to reducing the experimental bur-
den associated with T-cell identification. Human pathogen
orthopoxviruses have large genomes encompassing over 180
open reading frames (ORF) with the exception of VACV
Ankara strain, which has only 157 genes and lacks the
ability to replicate [44] (Table 1). Using VARV major, strain
Bangladesh-1975, as a reference, we identified 124 ORFs that
are shared between 8 different complete genomes from sev-
eral orthopoxviruses, including VARVminor, CPXV, MPXV,
and several VACV strains (Additional File S3). Despite the
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Table 2: Orthopoxvirus proteins contributing to cross-protective immunity.
VACC: GI|ORF VARV: GI|ORF MPXV: GI|ORF CPXV: GI|ORF LOC1/EXP2/TM3/LD4
335424|L1R 438991|M1R 17974993|M1R 20153082|V099 IMV/late/yes/no
335455|D8L 439016|F8L 17975018|E8L 20153106|V119 IMV/late/yes/no
335500|A27L 439052|A31L 17975052|A29L 20153143|V156 IMV/late/no/no
335508|A33R 439057|A36R 17975058|A35R 20153149|V162 EEV/early/yes/no
335549|B5R 439084|B6R 17975080|B6R 20153177|V190 EEV/#/yes/yes
335438|H3L 439004|I3L 17975006|H3L 20153094|V107 IMV/late/yes/no
335477|A10L 439032|A11L 17975034|A11L 20153122|V135 CORE/#/no/no
335341|C7L 438926|D11L 17974926|D10L 20153015|V028 U/early/no/no
Table shows GenBank identification numbers (GI) and open reading frame names (ORF) for VACC (strain Copenhagen), VARV (strain Bangladesh-1975),
MPXV (strain Zaire-96-I-16), and CPXV (strain Brighton Red). 1LOC: location, 2EXP: temporal expression, 3TM: transmembrane, and 4LD: leader signal.
NS: nonstructural gene. #: information not available. U: unknown. List of proteins was obtained from [45]. Annotations 1, 2, 3, and 4 obtained as indicated
elsewhere in Section 2.
criterion for selection being 60% identity, all 124 selected
proteins have an average identity ≥ 85% as shown in Addi-
tional File S3. These proteins are prime candidates to induce
cross-protective immunity although they need to be targeted
by the immune system. Interestingly, within the selected
proteins there are 8 known immunogens that conferred>60%
protection to VACV in animal models (Table 2) [45]. Six
of these immunogens are IMV or EEV proteins carrying
transmembrane regions and/or are being late gene products.
Interestingly, among the selected 124 proteins we found 26
additional proteins with transmembrane regions that could
also be prime vaccine subunits candidates (Table 3). Some
of these proteins also have leader signal sequences (Table 3).
Viral proteins with leader sequences follow the cell secretory
pathway and are thus also important targets to consider for
vaccine design [46, 47].
3.3. T-Cell Epitome from Pathogenic Orthopoxvirus Proteins.
We targeted the shared orthopoxvirus proteins for T-cell
epitopes prediction using 32 and 33 HLA I- and HLA II-
specific profile matrices (details in Material and Methods).
The alleles targeted for peptide binding prediction are shown
in Additional File S4. We selected these alleles because there
are experimental peptide-binding data for them, which is
required to make accurate peptide-MHC binding predictors
[48]. Incidentally, these HLA alleles are frequently expressed
in the general population and targeting them for epitope pre-
diction permits the development of epitope-based vaccines
covering the entire population. These HLA allelic variants
can have overlapping peptide-binding repertoires and can
be clustered accordingly in supertypes [49, 50]. Selecting
promiscuous peptide-binders to multiple HLA molecules
facilitates the development of vaccines with a minimum
number of peptides [49–51].
We predicted a total of 18726 HLA I-restricted and 32722
HLA II-restricted orthopoxvirus specific T-cell epitopes, all
being identical between all orthopoxviruses considered in
this study. In Additional File S4 we provide numbers of T-
cell epitopes predicted by each HLA-specific profile used
in this study. We predicted more CD4 than CD8 T-cell
epitopes because we used a more permissive peptide-binding
threshold forMHC II molecules (4% of top scoring peptides)
than for MHC I molecules (2% of top scoring peptides)
since peptide-binding prediction to MHC II molecules is
considerably less accurate than to MHC I molecules [46].
Interestingly, we identified only 8106 uniqueHLA I-restricted
T-cell epitope sequences and a few more (8483) unique HLA
II-restricted T-cell epitope sequences. Therefore, there is a
considerable overlap between the peptide binding repertoires
of HLA molecules, which is larger for HLA II molecules
than for HLA I molecules. HLA I-restricted peptides bound
on average to 2.3 distinct HLA I molecules, while HLA II-
restricted peptides bound on average to 3.8 distinct HLA
II molecules. This is due to the fact that peptide-binding
to MHC II molecules is more degenerate than to MHC I
molecules [29, 30]. In Additional File S5, we provide all
distinct predicted peptides with the HLA molecules that
they were predicted to bind. Interestingly, there is also some
overlap between HLA I- and HLA II-restricted peptides. In
particular, we find that there are 2452 peptides that are pre-
dicted to be restricted by both HLA I and HLA II molecules.
Thus, in total the predicted T-cell epitome consisted of just
14137 unique sequences among all predicted T-cell epitopes.
We compared the predicted T-cell epitome with exper-
imentally defined poxvirus-specific HLA-restricted T-cell
epitopes deposited in the IEDB [24] and EPIMHC [25].
We retrieved 170 HLA I and 9 HLA II-restricted T-cell
epitopes meeting our criteria (see Additional File S1) but
we only considered for comparison 85 HLA I- and 8 HLA
II-restricted T-cell epitopes that we identified here to be
conserved in all orthopoxviruses considered in this study. Of
those, 72 HLA I- and 6HLA II-restricted T-cell epitopes were
found within our predicted T-cell epitome. Moreover, we
predicted the experimentally verified restriction element in> 80%. The experimentally determined and shared epitopes
that were not predicted (a minority) either are restricted by
noncovered alleles or were simply not predicted. In Table 4,
we summarize the data showing the verified and predicted
HLA restriction elements. In sum, we readily predicted most
of the experimentally verified T-cell epitopes. Considering
that on average 10% of predicted T-cell epitopes can be
experimentally verified [52], we shall expect that there are
many more valid T-cell epitopes remaining to be validated
within the T-cell epitome predicted in this study.
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Table 3: Shared orthopoxvirus proteins with transmembrane and/or leader sequences.
VARV GI|ORF MPXV GI|ORF CPXV GI|ORF VACV GI|ORF IDEN1 (%) TM2 LEAD3 EXP4 LOCATION5
GI:439084|B6R GI:17975080|B6R GI:20153177|V190 GI:335549|B5R 93.1 Yes Yes L EEV membrane∗
GI:439016|F8L GI:17975018|E8L GI:20153106|V119 GI:335455|D8L 94.7 Yes No L IMV membrane∗
GI:438990|H9R GI:17974992|G10R GI:20153081|V094 GI:335423|G9R 98.1 Yes No L U
GI:438919|D4R GI:17974919|D3R GI:20153007|V020 GI:335333|C11R 88.8 Yes Yes U U
GI:439085|B7R GI:17975081|B7R GI:20153178|V191 GI:335550|B6R 93.1 Yes No U U
GI:439035|A14L GI:17975037|A14L GI:20153125|V138 GI:335483|A13L 88.6 Yes No L IMV membrane
GI:438946|C8L GI:17974949|C10L GI:20153036|V049 GI:335366|F4L 97.6 Yes No E U
GI:438977|K5L GI:17974979|I5L GI:20153068|V081 GI:335409|I5L 94.9 Yes No L IMV membrane
GI:438967|E8R GI:17974969|F7R GI:20153058|V071 GI:335395|E8R 97.4 Yes No L U
GI:439004|I3L GI:17975006|H3L GI:20153094|V107 GI:335438|H3L 95.8 Yes No L IMV membrane∗
GI:439014|F6R GI:17975016|E6R GI:20153104|V117 GI:335453|D6R 99.0 Yes No L U
GI:439003|I2R GI:17975005|H2R GI:20153093|V106 GI:335437|H2R 99.2 Yes No L U
GI:439056|A35L GI:17975057|A34L GI:20153148|V161 GI:335506|A32L 98.1 Yes No L U
GI:439000|L5L GI:17975002|L5L GI:20153090|V103 GI:335433|J5L 98.1 Yes No L U
GI:439058|A37R GI:17975059|A36R GI:20153150|V163 GI:335509|A34R 98.1 Yes No L EEV membrane
GI:438991|M1R GI:17974993|M1R GI:20153082|V095 GI:335424|L1R 99.2 Yes No L IMV membrane∗
GI:439057|A36R GI:17975058|A35R GI:20153149|V162 GI:335508|A33R 93.0 Yes No E EEV membrane∗
GI:438951|C13L GI:17974954|C15L GI:20153041|V054 GI:335373|F9L 97.5 Yes No L U
GI:439038|A17L GI:17975040|A17L GI:20153129|V142 GI:335486|A16L 97.0 Yes No L U
GI:438974|K2L GI:17974976|I2L GI:20153065|V078 GI:335405|I2L 99.3 Yes No L U
GI:439008|I7R GI:17975010|H7R GI:20153098|V111 GI:335442|H7R 95.2 Yes No L U
GI:438982|H3L GI:17974984|G2L GI:20153073|V086 GI:335414|G3L 95.8 Yes No L U
GI:439042|A22L GI:17975044|A21L GI:20153134|V147 GI:335490|A21L 96.9 Yes No U U
GI:439059|A38R GI:17975061|A38R GI:20153152|V165 GI:335512|A36R 92.3 Yes No E, L EEV membrane
GI:439031|A10L GI:17975033|A10L GI:20153121|V134 GI:335476|A9L 89.0 Yes Yes E, L U
GI:439033|A12R GI:17975035|A12R GI:20153123|V136 GI:335481|A11R 98.5 Yes No L U
GI:439036|A15L GI:17975038|A15L GI:20153126|V139 GI:335484|A14L 97.8 Yes No L IMV membrane
GI:439067|A46R GI:17975066|A43R GI:20153159|V172 GI:335522|A43R 92.3 Yes Yes U U
GI:439039|A18L GI:17975041|A18L GI:20153130|V143 GI:335487|A17L 98.0 Yes No L IMV membrane
GI:439077|J7R GI:17975076|B2R GI:20153172|V185 GI:335539|A56R 82.1 Yes Yes E, L EEV membrane
GI:439062|A41L GI:17975063|A40L GI:20153155|V168 GI:335516|A38L 94.7 Yes Yes U U
Table shows GenBank identification numbers (GI) and open reading frame names (ORF) for VARV: strain Bangladesh-1975, MPXV: strain Zaire-96-I-16,
CPXV: strain Brighton Red, and VACV: strain Copenhagen. 1IDEN: average identity between the selected proteins. 2TM: transmembrane. 3LEAD: leader
signal. 4EXP: temporal expression (E: early, I: intermediate, and L: late). 5LOCATION: location. ∗Proteins known to induce protective immunity (see Table 2).
Annotations were obtained as indicated elsewhere in Section 2. U: information not found.
3.4. EPIPOX Database and Web Server. We developed a
relational database based upon the predicted T-cell epit-
ome and a web-based resource to facilitate online access
and to query the database. We named this resource
EPIPOX and made it available for free public use (URL:
http://imed.med.ucm.es/epipox/). EPIPOX is a de facto anal-
ysis pipeline of viral T-cell epitomes. The content of the
EPIPOX database is organized in three tables (peptides,
predictions, and proteins) (Figure 1).The table predictions con-
tains all predicted T-cell epitopes, consisting of 18726 HLA I-
and 32722 HLA II-restricted peptides, each identified by its
sequence and restriction element. Peptide sequences in this
table are not unique as each peptide can bind to numerous
HLA I molecules. Peptide sequences are, however, unique
in the table peptides. This table contains 14137 sequences
comprising the whole predicted epitome regardless of the
restriction elements. Antigen annotations in EPIPOX are
found within the table proteins (Figure 1). We only included
annotations that are relevant to epitope vaccine design,
such as temporal expression of gene products and location
in relevant structures of the virus such as the EEV and
IVM membranes and CORE. Early expressed proteins and
highly expressed proteins are generally thought to be more
immunogenic, particularly with regard to CD8 T cells [53,
54]. On the other hand, highly abundant late proteins that
are located in membrane structures of the poxvirus appear to
be the main focus of the antibody and CD4 T-cell response
[42, 43]. In the table proteins, we also provide annotations on
whether the proteins have transmembrane region or leader
signal sequence, as proteins with these features often interact
with host cells and are important targets for subunit vaccine
design [46, 47].
The EPIPOX web interface (Figure 2) allows querying of
the database combining any annotation field in the database,
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Figure 2: EPIPOX input page. The input page of EPIPOX is divided in two main sections for intuitive use. In the first part (SEARCH), users
select HLA molecules and proteins to retrieve T-cell epitopes (multiple selection is allowed) while in the second part the user can limit the
search output according to various criteria. These criteria include temporal expression of gene products (E: early; I: intermediate; L: late),
location of proteins in relevant structures of the virus (CORE, IMV, and EEV), and the presence of leader and transmembrane regions. In
addition, users can select only those peptides with a relative score above some selectable value. HLA-specific profiles used to score T-cell
epitopes can reach a maximum score, which is used to set the relative score in percentage of each peptide. For HLA I-restricted epitopes,
users can also restrict the search to those epitopes potentially generated by the proteasome.
as described above. For intuitive use, the interface is divided
in two main sections. In the first section (SEARCH), users
select proteins and restriction elements for epitope retrieval.
In this section, EPIPOX also provides the option to query
the database for promiscuous T-cell epitopes binding to three
HLA I supertypes (A2, A3, and B7). The alleles belonging
to these supertypes are present in 88% of the population
regardless of their ethnic groups. Selecting promiscuous pep-
tides restricted by these 3 supertypes facilitates maximizing
the population coverage of vaccines with minimum numbers
of peptides [49, 50, 55]. In the second section (LIMIT),
users can select annotation criteria to restrict the results.
As an example, in Figure 3, we show the page resulting
from a sample query consisting of promiscuous peptides
from CORE binding to the A2 supertype. From the EPIPOX
output, users can also access additional information available
from the Virus Pathogen Resource database (Figure 3) [56].
EPIPOX is related somewhat to certain existing
databases. On the one hand, it shares features with generic
epitope databases such as EPIMHC [25], AntiJen [40], and
IEDB [24] and on the other hand it shares features with
poxvirus genome annotation-orientated databases such as
the Poxviridae database [28] (no longer operating) and the
Virus Pathogen Resource (http://www.viprbrc.org/) [56].
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Figure 3: EPIPOX result page. The figure shows a slice of the output resulting from promiscuous CORE protein peptides binding to the A2
supertype. The output consists of a tabulated list, with information on each of the fields of the search query (columns). From field SOURCE
NAME (1), users can access proteins from the Virus PathogenDatabase (http://www.viprbrc.org/) (1) and by clicking on the epitope sequence,
field SEQ (2), users will get the amino acid sequence of the protein showing the peptide in bold (2).
This later resource contains information on virus sequences,
functional annotations and epitopes derived from IEDB
[24]. However, the Virus Pathogen Resource does not allow
selection of epitopes or antigens by criteria that are relevant
to epitope vaccine design. In fact, EPIPOX is the only
dedicated immunologic resource that has been designed to
facilitate the rational selection of epitopes and antigens for
subunit vaccine design.
4. Conclusions and Future Development
The availability of the VARV genomes enables the use of
predictive tools that reveal entire T-cell epitomes and facil-
itate the development of epitope-based vaccines. However, in
large and complex viruses, such as VARV, the potential T-cell
epitome can be so sizeable that it will challenge experimental
validation. Therefore, in this work we applied a rational
strategy to limit the list of potential T-cell epitopes. First, we
reduced the number of antigens by half by simply selecting
those that are conserved among pathogenic orthopoxviruses
related to VARV. Second, we enriched the antigens with
annotations such as temporal expression and location. Lastly,
we created a resource and de facto analysis pipeline (EPIPOX)
with which to interrogate the resulting T-cell epitome and
enable users to select immunologically relevant subsets of T-
cell epitopes suitable for experimental validation.
We expect that this work and EPIPOXwill be instrumen-
tal in developing safer smallpox vaccines and thereby in pre-
venting zoonosis caused by other orthopoxviruses, including
MPXV, which is also a potential terrorist bioweapon. In the
future, we plan to enhance EPIPOX with validated and/or
experimentally determined epitopes, upgrade protein anno-
tations with functional information, and include additional
features such as TAP transport [57], ERAAP cleavage [58],
and T-cell epitope immunodominance. In sum, we would
expect EPIPOX to establish itself as a facilitating resource of
true utility in inter alia immunoinformatic characterization
of viral genomics and computational reverse vaccinology.
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The hepatitis C virus (HCV) is able to persist as a chronic infection, which can lead to cirrhosis and liver cancer. There is evidence
that clearance ofHCV is linked to strong responses byCD8 cytotoxic T lymphocytes (CTLs), suggesting that elicitingCTL responses
against HCV through an epitope-based vaccine could prove an effectivemeans of immunization. However, HCV genomic plasticity
as well as the polymorphisms of HLA I molecules restricting CD8 T-cell responses challenges the selection of epitopes for a widely
protective vaccine. Here, we devised an approach to overcome these limitations. From available databases, we first collected a set
of 245 HCV-specific CD8 T-cell epitopes, all known to be targeted in the course of a natural infection in humans. After a sequence
variability analysis, we next identified 17 highly invariant epitopes. Subsequently, we predicted the epitope HLA I binding profiles
that determine their potential presentation and recognition. Finally, using the relevant HLA I-genetic frequencies, we identified
various epitope subsets encompassing 6 conserved HCV-specific CTL epitopes each predicted to elicit an effective T-cell response
in any individual regardless of their HLA I background. We implemented this epitope selection approach for free public use at the
EPISOPT web server.
1. Introduction
Hepatitis C virus (HCV) causes a chronic infection that
produces liver fibrosis (20% of infected individuals) which
can lead to liver failure and the development of liver carci-
nomas [1]. An estimated 170 million people (3% of the world
population) are HCV carriers. Moreover, the prevalence of
the infection and associated complications are increasing
[1]. Standard therapy against HCV consists of a combina-
tion of interferon and ribavirine. This treatment improves
symptoms and survival prognosis of patients infected with
HCV. However, 50% of patients do not respond ade-
quately, with genotype 1 being especially refractory to treat-
ment [2]. Thus, the development of alternative treatments
against HCV, including an effective vaccine, is of paramount
importance.
No vaccine is currently available for HCV infection
[3]. With the increasing discovery of new anti-HCV small
molecule drugs, some may argue that liver disease associated
with HCV will largely disappear and thus that HCV vaccine
discovery will become superfluous. However, few of the
170+ million HCV infected population will have access to
costly medications. Nor will these medicines treat all patients
with equal effectiveness.Therefore, prophylactic treatment of
HCV infection by a vaccine represents a cost effective and
efficient alternative to medicines. Intravenous drug users—
the major group suffering new HCV infections in most
locations—have an increased likelihood of reinfection and
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would thus also benefit from prophylactic treatments able to
prevent chronic HCV infection.
HCV exhibits extraordinary genetic diversity, including
at least 6 genotypes (1 (a, b, c), 2 (a, b, c), 3 (a, b), 4a, 5a,
and 6a) and 52 different subtypes [2, 4], and this represents
a major challenge for vaccine development. Work in humans
and chimpanzees (the only animal model susceptible to
HCV) shows that antibodies are not decisive in resolution
and control of HCV infection [5, 6] possibly because this
response is focused on regions of the virus envelope, which
experiences extreme sequence variability. In contrast, there is
evidence that T cells play a fundamental role in the control of
HCV infection, since viral clearance observed during acute
transient infection correlates with the activation of CD4 T
helper (Th) lymphocytes and, importantly, with a broad and
sustained response by cytotoxic CD8 T lymphocytes (CTLs)
[7, 8]. In contrast, these responses are weak and limited in
patients with chronic infection [5, 9–13]. CTLs contribute
to the containment of viral infection by eliminating viral-
infected cells and indirectly by secretion of antiviral factors
[14], while CD4 Th cells cooperate to produce cytokines
that stimulate effector functions of CTLs [15]. Together, this
suggests that the development of a vaccine against HCV
will likely rely on the induction of T-cell responses and
in particular a CTL response. It has been shown that it is
possible to induce potent and specific CTL responses when
immunizingwith adenoviral vectors encodingHCVproducts
[16] and to protect chimpanzees from HCV infection [17].
However, given the extreme mutability of HCV, it is difficult
to conceive that acquired immunity to a single HCV strain
could protect against other, clearly divergent, strains [18]
or prevent the emergence of mutants that escape immune
responses [19, 20].
CTL responses are directed against short peptides,
epitopes, presented by human leukocyte antigens (HLA I)
expressed on the cell surface of antigen presenting and target
cells. Therefore, HCV immune evasion could be avoided
by appropriate selection of conserved HCV-specific CTL
epitopes. Currently, there are hundreds of bona fide HCV-
specific CTL epitopes deposited in specialized databases.
However, HCV diversity and extreme polymorphism of
HLA I molecules restricting the CTL responses make
optimal epitope selection anything but straightforward,
particularly if our aim is developing widely protective
epitope-based vaccine. For such a task, we started with a set
of 245 HCV-specific CTL epitopes, known to be targeted
in the course of a natural infection, and sought minimal
subsets of invariant epitopes that could be basis for a
widely protective epitope-based vaccine. We found various
epitope subsets encompassing 6 conserved HCV-specific
CTL epitopes that we predicted could elicit an effective
T-cell response in any individual regardless of their HLA I
background. Here, we analyzed these results and discussed
the reason for epitope conservation. We also introduced
EPISOPT (http://imed.med.ucm.es/Tools/episopt.html), a
server that implements our approach for selecting epitope
combinations providing the largest population protection
coverage.
Table 1: HCV genotype of polyproteins used in this study.
Genotype Sequences
1 501
2 50
3 7
4 34
5 2
6 61
Unassigned∗ 29∗Sequences could not be readily classified onto any of the 6 major gen-
otypes. Genotypes were assigned using MuLDAS (http://www.muldas
.org/MuLDAS/).
2. Materials and Methods
2.1. HCV-Specific CTL Epitopes. We used the EPIMHC [21]
and IEDB [22] databases to identify HCV-specific CTL epi-
topes. Specifically, we collected a set of 245 peptide sequences
comprising HCV-specific CTL epitopes. These peptides were
reported to stimulate the response of human CTLs elicited
in the course of a natural infection by HCV in humans and
all have nine residues. When available, we also collected the
human MHCI molecule that was determined to restrict the
CTL response against the peptide.This peptide set is provided
as Supplementary Material in Additional File S1 available
online at http://dx.doi.org/10.1155/2013/601943 and will be
also provided by the corresponding author upon writing
request.
2.2. Retrieval, Processing, and Multiple Sequence Alignment of
HCV Polyproteins. We generated a multiple sequence align-
ment (MSA) encompassing 684 entire HCV-polyproteins
using MUSCLE [23] with default settings. The HCV-
polyproteins included representatives from all HCV geno-
types (Table 1). We obtained them from the translation
feature (CDS) of HCV nucleotide records retrieved after
GenBank genomic accessions identified in the European
HCV database (EuHCVdb). To ensure working with full-
length polyproteins, we only considered translated CDS with
more than 3000 amino acid residues. The multiple sequence
alignment (MSA) is provided as supplementary material in
Additional File S1.
2.3. Generation of an HCV-Reference Sequence with the Vari-
ables Sites Masked. We generated a HCV-reference sequence
by calculating the sequence variability in the MSA of HCV-
polyproteins using the Shannon entropy [24], 𝐻𝐻, as a vari-
ability metric [25–27]. Briefly, the Shannon entropy is given
by 𝐻𝐻 𝐻 𝐻𝑀𝑀∑𝑖𝑖𝑖𝑖𝑃𝑃𝑖𝑖log2𝑃𝑃𝑖𝑖, (1)
where 𝑃𝑃𝑖𝑖 is the fraction of residues of amino acid type 𝑖𝑖
and 𝑀𝑀 is equal to 20, the number of amino acid types. 𝐻𝐻
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ranges from 0 (total conservation, only one amino acid type
is present at that position) to 4.322 (all 20 amino acids are
equally represented in that position).
We assigned the sequence variability, 𝐻𝐻, to the HCV-
polyprotein obtained from GenBank accession M62321 (pro-
tein id: AAA45676.1) and subsequently masked all positions
with a variability, 𝐻𝐻, greater than 0.5, ensuring that the
remaining residue positions are highly conserved [28, 29].
2.4. Prediction of Epitope Presentation byHLA I andComputa-
tion of Population Protection Coverage (PPC). CTL epitopes
are peptides presented by HLA I molecules and recog-
nized by cytotoxic CD8 T lymphocytes (CTLs). For HLA
I molecules can only present to T cells those peptides
that bind to them, we anticipated HLA I presentation of
epitomes/peptides by predicting HLA I binding. Specifically,
we used 55 HLA I-specific motif position-specific scoring
matrices (PSSMs) [30–32] to predict epitope binding to
the corresponding HLA I molecules. We considered that a
given peptide binds to specific HLA I molecule when its
binding score ranks within the top 3% percentile of the
binding scores computed for 1000 random 9mer peptides
(average amino acid composition of proteins in the SwissProt
database).
The population protection coverage (PPC) of an arbitrary
set of CTL epitopes is given by the proportion of the
population that could potentiallymount an immune response
to any of these epitopes and can be computed by knowing
the gene frequencies of the HLA I alleles that can present
the epitopes. Given the required HLA I restriction of CTL
responses, the PPC for a set of CTL epitopes matches the
proportion of the population that exhibits at least one of
the HLA I alleles that can bind and present any of those
epitopes, which corresponds to the cumulative phenotype
frequency (CPF) of the targeted HLA I alleles. In this work,
we computed CPF using the equations described elsewhere
in [26] and the HLA I allelic and haplotype frequencies
published by Cao et al. [33] for 5 major American ethnic
groups (Black, Caucasian, Hispanic, Native American, and
Asian). HLA I allele frequencies published by Cao et al. [33]
cover most common HLA-A, -B, and -C alleles; ∼ 10–20% of
all available HLA I sequences in IMGT/HLA database
[34].
2.5. Identification of Optimal Epitope Combinations with a
Given Population Protection Coverage. In order to identify
minimal sets of epitopes (optimal epitope combinations)
with a target PPC within a starting set of CD8 T-cell
epitopes, we first find the HLA Imolecules that could present
those epitopes by predicting their binding to 55 HLA I
molecules (HLA I binding profile), as indicated elsewhere
in Section 2. With the predicted HLA I binding profiles,
we can compute CPF and, hence, epitope PPC. Once we
have the epitope HLA I binding profiles, we search for
epitope combinations from the initial set of epitopes, starting
with one epitope and iteratively increasing the number of
epitopes being considering, which reach the target PPC. At
each iteration, we also computed the largest PPC that can
be reached with the number of epitopes being considered.
Because PPC vary for the 5 ethnic groups for which we
have HLA I gene allele frequencies, we seek that the tar-
get PPC is reached in each ethnic group. We made this
method available for identifying minimal set of epitope
combinations reaching a target PPC through the EPISOPT
web server. EPISOPT is implemented on an Apache Web
server running under the Mac OSX operating system. The
EPISOPT functional core consists of a PERL CGI (Common
Gateway Interface) script that handles the input, executes the
above outlinedmethods, and then assembles and displays the
results.
2.6. Other Procedures. We identified three-dimensional (3D)
structures of HCV proteins upon BLAST searches [35] with
the epitope sequences against the PDB sequence database at
NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). We obtained
solvent accessibility from the relevant 3D structures using
the program NACCESS [36], and we used the server MAST
(http://imed.med.ucm.es/Tools/msat.html) for mapping the
accessibility onto the 3D structures.
3. Result and Discussion
HCV vaccines could prevent chronic HCV infection, a
leading cause of both liver fibrosis and liver cancer. Unfor-
tunately, unlike hepatitis A virus (HAV) and hepatitis B
virus (HBV) [37, 38], no such HCV vaccine exists. Most
vaccines pursue the generation of long lasting immunity
mediated by neutralizing antibodies. Thus, current vaccines
for HAV and HBV are based on viral-specific recombinant
proteins eliciting such type of immunity [38, 39]. In con-
trast, immunization trials with recombinant HCV proteins
have all failed [37], likely because antibodies do not play
a key role in the control of the infection by HCV [5, 6].
Targeting the cellular arm of the adaptive immune system
residing in the T cells is surely the key for the develop-
ment of a successful HCV vaccine [7, 8], and multiple T-
cell epitope-based vaccines are particularly suitable for that
task.
HCV diversity and HLA polymorphisms are a handicap
for developing a broadly protective T-cell epitope-based
vaccine against HCV. Therefore, epitope selection is a key
step for epitope-vaccine design. Given the relevance of CTL
responses in the containment of HCV acute infection [7, 8],
in this work we sought to find invariant HCV-specific CTL
epitopes that could serve to develop approach depicted in
Figure 1.
A key feature of the approach is the use of already
discovered CTL epitopes. Previous work has yielded large
numbers of HCV-specific epitopes, which are available in
specialized databases such SYFPEITHI [40], JenPep [41], and
MHCBN [42], TEPIDAS [43], Immune Epitope database
[44], and EPIMHC [21]. In our study, we collected the HCV-
specific epitopes from the EPIMHC and Immune Epitope
databases. We sought published, annotated epitopes that
are targeted in the course of a natural HCV infection and
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EPIMHC and IEDB databases
245 CTL epitopes
17 CTL epitopes
Epitope Ct Region HLA I binding profile PPC
KTSERSQPR G CAPSID A0301 A1101 A3101 A3301 A6801 32.20%
LIFCHSKKK C HELICc A0301 A1101 A3101 A3301  A6801 32.20%
LLPRRGPRL G CAPSID A0201 A0203 A0205 A0206 C0102 28.20%
(size: 9 residues; immunogen: HCV infection)
(1) Selection of HCV-specific CTL epitopes
(2) Sequence variability filtering (H ≤ 0.5)
(enables computing PPC)
(3) Prediction of HLA I binding profiles
combinations providing a target PPC
(4) Selection of minimal epitope set
Figure 1: HCV epitope selection approach. Overview of the
approach devised to select invariantHCV-specific CTL epitopes that
could be the basis for a broadly protective epitope-based vaccine
against HCV. The approach consists of 4 basic steps: (1) selection
of epitopes from databases according to the indicated criteria.
Immunogen HCV infection means that all selected HCV epitopes
were reported to be targeted in the course of a natural infection in
humans. They are immunogenic. (2) Sequence variability filtering.
We only considered epitopes that do not contain any residue
with a variability given by Shannon entropy, 𝐻𝐻, greater than 0.5.
(3) Prediction of epitope HLA I binding profiles which enables
computation of the percentage of the population that will be able
to elicit a T-cell response against a particular epitope (PPC). (4)
Selection of subsets of epitopes that with a minimum number of
epitopes reach a target PPC.
a size of nine residues, assembling a set of 245 HCV-
specific CTL epitopes (provided as supplementarymaterial in
Additional File S1).The bases for the selection criteria are the
following. Appropriate antigen processing is a prerequisite
for HLA presentation and limits T-cell recognition [45, 46].
By considering CTL epitopes that are targeted in the course
of a natural HCV infection, we assumed that (A) antigen
processing is conserved (it will be futile to elicit a T-cell
response against an epitope that it is not processed and
available for presentation in the course of an infection with
HCV) and (B) epitope presentation and T-cell recognition
is only determined by HLA I binding. As for the size of the
epitopes, HLA I molecules bind and present peptides from 8
to 11 residues but most of them have 9 residues [30].There are
reports in the literature echoed in the databases ofmuch large
peptides, up 30 amino acids, that are capable of eliciting CD8
T-cell responses. These peptides do not represent optimal
CD8 T-cell epitopes, as they need further processing prior to
HLA I binding.
The next step in our approach (Figure 1) was the identifi-
cation of highly conserved epitopes. In order to do so, we first
carried out a variability analysis of a multiple sequence align-
ment (MSA) of HCV-polyproteins using Shannon entropy,𝐻𝐻
(details in Section 2). The MSA included HCV polyproteins
from all 6 genotypes; however, genotype 1 was the most
represented, with 501 sequences (Table 1). Subsequently, we
masked in an HCV-polyprotein reference sequence (AN:
AAA45676.1) all variable sites within the MSA with𝐻𝐻 𝐻 𝐻𝐻𝐻.
We mapped variability onto this sequence rather than the
artificial conserved sequence for two reasons: first, conserved
sequences derived upon a MSA tend to be too long and
contain stretches of amino acids not present in any real
sequence, and secondly, AAA45676.1 has long been used
as a reference sequence to design overlapping peptides and
check T-cell responses. HCV-polyprotein AAA45676.1 with
the variable sites masked is depicted in Figure 2 showing
the location of the mature proteins. We used this sequence
to discard those epitopes that have any residue, including
those flanking the C-terminus, with 𝐻𝐻 𝐻 𝐻𝐻𝐻. The residue
flanking the C-terminus of the CTL epitope is a determinant
for proteasome cleavage, and mutations in that residue can
abrogate T-cell recognition [47]. Thus, we also required that
residue to be invariant. Only 17 epitopes meet these criteria
and are shown in Table 2. That such a few peptides have all
their residues with entropy𝐻𝐻 𝐻 𝐻𝐻𝐻 reflects the large genomic
plasticity of HCV.
In general, most of the invariant epitopes reside in the
CAPSID and CORE proteins of HCV. One reason for this
preferred location is that these two proteins seem to be
the most conserved. However, regardless of such conser-
vation, we recently showed that proteins located at the N-
terminus of polyproteins bear more epitopes than expected
for the size because they are preferentially translated [25]. To
find structure-function determinants for the conservation of
these particular 17 epitopes, we identified three-dimensional
structures of HCV proteins bearing the identified epitopes
(Table 2) and mapped them onto the 3D structure (Figure 3)
(see details in Section 2). We could only map 5 of the 17 con-
served epitopes: four of them, LIFCHSKKK, HSKKKCDEL,
ITYSTYGKF, and TYSTYGKFL mapped onto two different
domains of the NS3 helicase (Figures 3(a) and 3(b)), while
one, TIMAKNEVF, mapped onto the RNA polymerase of
HCV (Figure 3(c)). Note that the epitopes LIFCHSKKK and
HSKKKCDEL overlap and so the epitopes ITYSTYGKF and
TYSTYGKFL. Interestingly, all these epitopes bear a large
proportion of residues that are hydrophobic and buried
in the 3D structure (shown in blue in Figures 3(a), 3(b),
and 3(c)). The relative accessibility of each of the epitope
residues is shown in Figure 4. For example, the fragment
ITYSTYGKFL (it contains two overlapping epitopes) and
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1 M S T .PK PQ KKNKRN TNRR P .D VK FPGGGQ IVGG VY LLPRRG PR LG VRA TRK TSER SQ PRG 60 1561 V FTG LTH IDAH FLSQ TKQ .G .N ..Y L .A YQ A TVCARA .A PPPSW D .MW KC L .R LK P .L .G 1620
CAPSID
61 RRQ P IPK .R ...G R .W AQ PG YPW P LYG N EG .GW AGW LLSPRG SR P .W G P .D PRRR SRN LG 120 1621 P TP LLYR LG .V .N E ...TH P .TK .I..CM .AD LEV .TS TW V L .GG V LAA LAA YC L ..G .V 1680
CAPSID    NS4a
121 K V ID TLTCG FAD LM G Y IP .VG A P .GG .A .A LAHG VR ..EDG .N YA TG N LPG C S FS IFLLA 180 1681 V I.G R ......P ...PDR E .LY ..FD EM EEC ....P ....G ...A EQ FK .K ..G LLQ ... 1740
CORE NS4a
181 LLSC .T .P .SA ....N ....Y ..TNDC .N .S IV .E ....I.H .PG C VPC V ...N .S .CW . 240 1741 .Q A ....P .V ...W ...E .FW .KHMW N F .SG IQ Y LAG LS TLPG N PA .A S LM .F .A ..TSP 1800
E1 NS4b
241 ...P T .A ...........R .H .D ..VG .A ..C SA .YVG D .CG ...L ..Q .F ...P ..... 300 1801 L .T ..T .L .N ILGGW .A .Q .A .P .....FV ..G ..G AA .G S .G LG K V L ID ILAG YG AG V . 1860
E1 NS4b
301 .Q .CNC S .Y .G ...G HRM AW DMMM NW SP T .........R .P ........G .HW G ...G .. 360 1861 G A LVA FK .M SG E .P ..ED .VN LLPA .LSPG A LVVG VVCAA ILRRH VG P .EG A .QW M NR L I 1920
E1 NS4b
361 Y .SM ..NW AK V .....L .AG VD ..T ...G ................G ..Q ..Q L .N .NG SW 420 1921 A FA SRG NH VSP TH YVPE .DA ...V T ..LSS LT .T .LL .R LH .W I......PC ..SW L .D . 1980
NS1
421 H LN .TA LNCN .S L .TG ..A .L .Y ...FN .SG C ..R ...C .....F ..GW G .......... 480 1981 W DW .C .V L .D FK .W L ..K L .P ..PG .P F .SCQ .G Y .G .W .VDG ...T .C .CG A .I.G H VK 2040
NS1 NS5a NS5a_1a
481 ..R PYCW H Y .P ..C ....A ..VCG PVYC FTPSPVVVG TTD ..G .P TY .W G .N .TD V ..L . 540 2041 NG .M .I.G P .TC .N .W .G TFP IN ..TTG P ..P .P .PN Y ..A LW R V .A .EYVE ....G ..H 2100
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1141 P .RRRG D .R ..LLSPR P .S .LKG SSGG P .LC P .G H .VG .FRAA VC TRG VAK ..D F .PVE . 1200 2701 A SG V .TTS .G N T .TC Y .KA .AAC .AA ......M LV .G DD LVV I.ES .G ..ED ...LR .FT 2760
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DEXDc RNA-dependent RNA polymerase
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Figure 2: HCV polyprotein with variable positions masked. The figure shows the amino acid sequence HCV-polyprotein (protein id;
AAA45676.1) with residues positions with a sequence variability >0.5 masked (shown as dots). We computed sequence variability from a
multiple sequence alignment of HCV polyproteins using Shannon entropy, 𝐻𝐻, and masked the variable sites on the reference sequence as
detailed in Section 2. The mature proteins that arise upon HCV-polyprotein processing are indicated.
the epitope TIMAKNEVF only contain residues that are
completely buried or semiburied and many are hydrophobic
(Figures 3 and 4). These residues form part of the protein
hydrophobic core and are key for protein stability. Therefore,
the selected epitopes are conserved as they comprise residues
involved in protein stability.
Because we aimed to set the basis for a broadly protective
epitope-based vaccine against HCV, our next move was to be
able to compute the expected population protection coverage
(PPC) of any given set of epitopes, defined as the percentage
of the population that would be able to elicit a T-cell response
against any of them.To this end,we first predicted the binding
of each conserved epitope to 55HLA Imolecules forwhichwe
have suitable predictors (details in Section 2) thus obtaining
predicted epitope HLA I binding profiles. We assumed that
any epitope that binds to a given HLA I molecule would
be presented and able to elicit a T-cell response. Under this
scenario, the HLA I binding profile of a given epitope deter-
mines its potential PPC, and we computed it using genetic
HLA I frequencies for 5 ethnic groups in the American
population [33] (see Section 2 for a detailed explanation).
In Table 2, we show the predicted HLA I binding profiles
of the 17 conserved HCV-specific epitopes. With this data,
we then aimed to identify epitope combinations reaching a
95% PPC in all five ethnic groups being considered, using
the method, described in Section 2. This method does not
guarantee any multispecificity, as it only seeks for epitope
combinations reaching a target PPC. Multispecificity is a
common scenario in the course of natural infection as any
given individual will elicit T-cell responses against at least
two or three immunodominant pathogen-specific epitopes
[49].
We found that a PPC > 80% can be reached with just
3 epitopes, LLPRRGPRL, KTSERSQPR/LIFCHSKKK (both
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Table 2: Selected conserved HCV-specific T-cell epitopes with predicted HLA I binding profiles.
Epitope Ct Region N 3D 3D-N PPC HLA I binding profile
KTSERSQPR G CAPSID 71 NA — 32.2% A0301 A1101 A3101 A3301 A6801
LIFCHSKKK C HELICc 1391 2F55|A 365–373 32.2% A0301 A1101 A3101 A3301 A6801
LLPRRGPRL G CAPSID 36 1XCQ|P — 28.2% A0201 A0203 A0205 A0206 C0102
LPGCSFSIF L CORE 169 NA — 27.8% B0702 B1502 B1508 B3501 B5301 B5401
DPRRRSRNL G CAPSID/CORE 101 NA — 26.9% B0702 B0801 B5101 B5102 B5103 B5301 B5401
GFADLMGYI P CORE 129 NA — 6.3% A0202 A0203 A0205 A6802 B3801
NLPGCSFSI F CORE 168 NA — 5.9% A0205 C0102
SFSIFLLAL L CORE 173 NA — 5.5% A2402
TYSTYGKFL A DEXDC 1292 2F55|A 266–274 5.5% A2402
ITYSTYGKF L DEXDC 1291 2F55|A 265–273 2.7% B1516 B1517 B5702 B5801
HSKKKCDEL A HELICc 1395 2F55|A 369–377 2.5% B0801
YLLPRRGPR L CAPSID 35 1XCQ|P — 1.4% A3301 A6601 A6801
GQIVGGVYL L CAPSID 28 1XCQ|P — 0.4% A0206 A0214 B1510 B4002
TIMAKNEVF C RNADP 2587 2BRK|A 137–145 0 B1513 B5702
GPRLGVRAT R CAPSID 61 NA — 0
RLGVRATRK T CAPSID 63 NA — 0
STGLIHLHQ N NS1 686 NA — 0
Epitope: amino acid sequence of the epitope; Ct: residue that flanks the C-terminal end of the epitope; Region: protein/domain in HCV polyprotein bearing
the epitope; N: position in HCV polyprotein of the epitope N-terminal residue; 3D: PDB code with 3D structure of protein encompassing the epitope; 3D-N:
location of the epitope in the 3D structure; PPC: population protection coverage; HLA I binding profile: HLA I molecules predicted to present the epitope. All
epitope residues and c-terminal flanking residues have𝐻𝐻 𝐻 𝐻𝐻𝐻. PPC values equal to the lower value computed with the gene frequencies corresponding to 5
ethnic populations [33]. PDB 1XCQ|P corresponds to a peptide from HCV capsid bound to an antibody Fab; hence we do not show the location of the epitope
in the 3D structure. NA: PDB not available.
epitopes have the same HLA I binding profile), and LPGCS-
FSIF (Figure 5(a)). This is not surprising as these epitopes
seem to target 3 mayor supertypes: A2, A3, and B7 [50–52].
Note, however, that we predicted peptide binding to MHC
I molecules beyond predefined HLA I supertypes. To reach
a PPC ≥ 95% however, we found that 6 epitopes were
required. Moreover, we found that there were 15 different
6-epitope combinations, differing in at least one epitope,
providing a PPC ≥ 95%. The largest PPC reached by one
of these epitope combinations was of 97% and included
the following peptide sequences: LLPRRGPRL, GFADLMGY,
KTSERSQPR/LIFCHSKKK, SFSIFLLAL, LPGCSFSIF, and
ITYSTYGKF. All 6-epitope combinations reaching PPC ≥95% are provided as supplementary data in Additional File
S3.All these epitopes combinations differ one fromeach other
in at least one epitope. We also analyzed what epitopes were
actually included in the resulting solutions. Of all the epitopes
in Table 2, only the first 12 were included in at least one of the
epitope combinations reaching PPC ≥ 95%, while the last
5 were never included. The frequency at which the peptides
were included in these combinations is shown in Figure 5(b)
and varied from 15 times for peptide LLPRRGPRL (it was
included in each of the epitope combinations reaching PPC ≥95%) to only once for GQIVGGVYL.
Overall, the results shown here indicate that only a
handful of conservedHCV-specific epitopeswould be needed
to elicit CD8 T-cell responses in any individual regardless
of their genetic background. We have preliminary data
corroborating these predictions. Thus, we have consistently
detected responses on T cells from naı¨ve people primed and
expanded using dendritic cells loaded with HCV-peptide
pools representing single 6-epitope combinations of PPC ≥95% (data not shown). However, we only analyzed the
responses in a few individuals and more experiments are
underway. It is also important to highlight that our results
only provide conserved CTL epitope solutions for a potential
epitope-based vaccine against HCV to be broadly protective.
We know that the eventual development of an epitope-
based vaccine against HCV is a complex task that will
require optimizing peptide-epitope assembling and vaccine
delivery [53]. Moreover, such vaccine will also need to
incorporate Th epitopes as well as signals/adjuvants for
alerting the innate immune system and initiate an adaptive
response.
While in this study we focused on HCV, the same
approach could easily be extended to other pathogens;
there are thousands of CTL epitopes readily available for
many other pathogens. To facilitate that end, we introduced
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LIFCHSKKKCDEL  
(a)
ITYSTYGKFL 
(b)
TIMAKNEVF 
(c)
Figure 3: Three-dimensional structure mapping of HCV-specific invariant CTL epitopes. HCV fragments LIFCHSKKKCDEL and
ITYSTYGKFL map onto two different regions of the 3D structure of HCV NS3 helicase (PDB: 2F55), (a) and (b), respectively. Each of these
two fragments encompasses two overlapping HCV-specific epitopes. The HCV epitope TIMAKNEVF maps onto HCV polymerase (PDB:
2BRK) (c). Residue color used in the illustrations is related to their solvent accessibility and goes from blue for buried residues to red for
accessible residues. Overlapping HCV-specific CTL epitopes are shown underlined. Solvent accessibility was calculated andmapped onto the
3D structures as indicated in Section 2. The figures were rendered using Rasmol [48].
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Figure 4: Solvent accessibility ofHCV-specific epitopes with counterpart protein 3D structures.The figure depicts a plot of the relative solvent
accessibility (%) (𝑦𝑦-axis) of each of the residues (𝑥𝑥-axis) in the HCV fragments LIFCHSKKKCDEL (a), ITYSTYGKFL (b) and TIMAKNEVF
(c). We plotted both solvent accessibility considering all atoms (squares) and just residue side chains (triangles). Solvent accessibility was
calculated from the relevant protein 3D structures using NACCESS [36].
the EPISOPT server (http://imed.med.ucm.es/Tools/episopt
.html). The EPISOPT server (Figure 6) implements the steps
in our approach consisting of predicting epitope HLA I
binding profiles and identifying minimal sets of epitopes
reaching a determined PPC. In the future, we will enhance
EPISOPT with sequence variability analyses to select invari-
ant epitopes. EPISOPT is somewhat similar to another
online tool developed by Bui et al. [54] available at http://
tools.immuneepitope.org/tools/population/iedb input. Both
tools implement a similarmethod to compute PPC. However,
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Figure 5: Analysis of HCV-specific CTL epitope set selection. (a)
The figure depicts the largest PCC that was reached by HCV-
specific CTL epitope combinations containing 3, 4, 5, and 6 epitopes
(optimal combinations). As shown, with just 3 epitopes it is possible
to reach a PPC ≥ 80% and 6 epitopes were required to reach a
PPC ≥ 95%. (b) We found 15 distinct combinations of 6 epitopes
each reaching a PPC ≥ 95% within the 17 invariant HCV-specific
CTL epitopes. In the figure, we depicted the sequence of peptides
(𝑥𝑥-axis) that were included in the mentioned epitope combinations
and the times that were included (𝑦𝑦-axis).
unlike EPISOPT, Bui et al. [54] tool requires entering the
HLA I binding profiles of epitopes as input—it does not
predict them—and it does not find epitope combinations
reaching a given PPC.We are hopeful that in time, the results
and methods derived from this work will make a significant
contribution to the design of epitope-based vaccines.
Figure 6: EPISOPT web page. The figure shows the input page of
EPISOPT. Currently, users enter a list of CTL epitope sequences and
select a target PPC and population group. On submission, EPISOPT
will findminimal epitope combinations reaching the desired PPC in
the selected population group.
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